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Au début de la grossesse, des cellules Natural Killer (NK) sont massivement recrutées au 
niveau de l’utérus et constituent la population immunitaire maternelle majoritaire au niveau du site 
d’implantation embryonnaire, la decidua basalis. Les cellules NK déciduales (dNK) présentent des 
propriétés uniques par rapport aux autres populations de cellules NK. Leur fonction principale est 
l’aide à l’implantation embryonnaire et au bon déroulement de la grossesse. Les fonctions des cellules 
NK sont contrôlées par les nombreux récepteurs activateurs et inhibiteurs qu’elles expriment. Les 
récepteurs de cytotoxicité naturels (NCR) NKp30, NKp44 et NKp46 sont exprimés aussi bien par les 
cellules dNK que les cellules NK du sang périphérique (pNK). Toutefois, leur fonction diffère entre 
les deux populations. Ainsi, bien que les cellules NK soient des cellules cytotoxiques, ce potentiel est 
parfaitement contrôlé dans la decidua, afin d’éviter des dommages aux cellules fœtales semi-
allogéniques. Pourtant le fœtus est susceptible d’être infecté in utero par des pathogènes de la mère. 
 Durant la première partie de ma thèse, nous avons analysé l’implication des cellules dNK dans 
la protection du fœtus contre les infections congénitales par le cytomégalovirus humain (HCMV). 
Nous avons mis au point un nouveau modèle d’infection de cellules stromales de decidua in vitro, afin 
d’étudier les mécanismes mis en jeu lors d’une réponse immune protectrice dans l’utérus gestant. 
Nous avons montré que les cellules dNK forment des synapses immunologiques activatrices avec des 
cellules cibles autologues infectées par le HCMV. Elles acquièrent un potentiel cytotoxique et sont 
capables de lyser les cibles infectées après engagement de récepteurs activateurs, notamment NKG2D 
et NKG2C. En réponse aux cellules infectées par le HCMV, les cellules dNK modifient leur profil de 
sécrétion de cytokines et de chimiokines. Cette première partie nous a permis de suggérer que les 
cellules dNK sont capables d’apporter une protection au fœtus contre les transmissions verticales de 
certains pathogènes.  
 Durant la second partie de ma thèse, je me suis intéressé aux mécanismes moléculaires 
responsables des différences fonctionnelles entre cellules dNK et cellules pNK, notamment en ce qui 
concerne les NCR. Les gènes qui codent les trois NCR subissent un épissage alternatif qui donne 
naissance à plusieurs variants. Les protéines issues de cet épissage sont très proches en termes de 
séquence mais elles présentent des différences fonctionnelles. Nous avons ainsi pu montrer que les 
cellules dNK expriment différemment les transcrits alternatifs de NKp30 et NKp44 par rapport aux 
cellules pNK. Nous avons également pu démontrer que l’épissage « sélectif » des transcrits des NCR 
est sous l’influence de l’environnement cytokinique particulier de la decidua basalis. En effet, des 
cellules pNK cultivées dans des cocktails de cytokines définis modifient le profil d’épissage des 
ARNm de NKp30 et NKp44. L’environnement de la grossesse pourrait donc influer sur l’expression et 








 During the first trimester of pregnancy, Natural Killer cells massively infiltrate the pregnant 
uterus and constitute the principal immune population at the fetal implantation site, called decidua 
basalis. Decidual NK cells (dNK) are a unique NK cell population. They play an important role in the 
establishment and maintenance of pregnancy mainly through vascular remodeling of the uterine 
arteries. dNK cells establish privileged contacts with fetal-derived trophoblasts via NK cell receptor 
engagement. NK cell effector functions are tightly controlled by a large panel of activating and 
inhibitory receptors. Natural cytotoxicity receptors (NCRs) NKp30, NKp44 and NKp46 are expressed 
by dNK cells and pNK cells, but their functions are quite different between these two NK cell 
populations. NK cells are robust cytotoxic effectors of the immune system. However, the cytotoxic 
potential of dNK cells is perfectly controlled to ensure protection of semi-allogenic fetal cells. 
Pathogens such as human Cytomegalovirus (HCMV) can be transmitted to the fetus across materno-
fetal interfaces.  
In the first part of my PhD thesis, we investigated the role of dNK cells against the 
development of HCMV congenital infections. We developed a new in vitro autologous culture system 
of decidual stromal cells and dNK cells, to dissect the protective immune response in pregnant uterus. 
We showed that dNK cells can form activating immunological synapse with autologous HCMV-
infected target cells. Engagement of NKG2D and NKG2C activating receptors trigger dNK cell 
cytotoxic functions against HCMV-infected cells. The dNK cell cytokine/chemokine secretion profile 
was modified after co-culture with HCMV-infected targets. All together, our data suggest that dNK 
cells can protect the fetus from vertically transmitted pathogens during pregnancy. 
  During the second part of my PhD thesis, we dissected molecular mechanisms that orchestrate 
the functional differences between dNK cells and pNK cells, notably NCRs functions. NCRs genes are 
transcribed in multiples mRNA splice variants that can be translated to different functional proteins. 
Although there is a high sequence homology, the resulting proteins are endowed with huge functional 
differences. We demonstrated that dNK cells differentially express NKp30 and NKp44 transcripts 
compared to pNK cells. To clarify the role of the microenvironment in the “selective” splicing of NCR 
transcripts, we used a defined cytokine cocktail that characterize the decidual milieu. We showed that 
pNK cells are able to adjust their alternative splicing for NKp30 and NKp44 mRNAs. Our data suggest 
that the pregnant uterus micro-environnement can influence NK cell receptor expression and function, 







L’organisme est en permanence au contact de microorganismes potentiellement pathogènes. 
La protection contre ces microorganismes a nécessité la mise en place d’organes et d’un système 
cellulaire perfectionnés et spécialisés destinés à lutter contre les pathogènes : le système immunitaire. 
Le système immunitaire est généralement divisé en deux composantes complémentaires qui 
interagissent fortement entre elles : l’immunité innée et l’immunité adaptative.  
 L’immunité adaptative repose sur des cellules qui expriment des récepteurs cellulaires 
spécifiques des pathogènes. Les gènes des récepteurs sont générés par recombinaisons géniques 
aléatoires au cours des processus de développement, ce qui permet la génération d’un répertoire 
extrêmement diversifié. L’immunité adaptative est composée de deux types cellulaires, les 
lymphocytes T et les lymphocytes B. Les lymphocytes T assurent la réponse immune cellulaire, grâce 
aux lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, tandis que les lymphocytes B assurent la réponse humorale, en 
sécrétant des anticorps. Les lymphocytes T CD4+ sont dits auxiliaires car ils apportent une aide aux LT 
CD8+ et aux LB. L’immunité adaptative est responsable de la mémoire immunologique. Toutefois, la 
fréquence des cellules spécifiques du pathogène est très faible, et la mise en place d’une protection 
efficace nécessite un délai. 
 L’immunité innée est un ensemble de cellules lymphocytaires et myéloïdes dont la fonction est 
d’assurer la première ligne de défense contre les pathogènes. Contrairement aux cellules de l’immunité 
adaptatives, les cellules de l’immunité innée n’expriment pas de récepteurs spécifiques à l’antigène. 
Mais elles expriment un large panel de récepteurs invariables qui reconnaissent des motifs conservés 
exprimés par les pathogènes. Ainsi, l’immunité innée est l’immunité qui surveille l’organisme, est la 
première à détecter une infection, et est celle qui active les cellules de l’immunité adaptative dans les 
organes lymphoïdes secondaires. Une population cellulaire assure un rôle majeur dans l’immunité 
cellulaire innée : les cellules Natural Killer (NK). 
 Les cellules NK sont une population lymphocytaire capable d’exercer une activité cytotoxique 
envers une cellule infectée ou transformée sans exposition préalable. Les cellules NK sont également 
de grandes productrices de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines qui permettent d’orienter 
le type de la réponse adaptative. Bien qu’elles n’expriment pas de récepteurs spécifiques, les cellules 
NK expriment de nombreux récepteurs activateurs et inhibiteurs qui contrôlent l’état d’activation et 
donc les fonctions des cellules NK. 
 Les cellules immunitaires sont localisées dans le sang périphérique et divers organes 
spécialisés qui assurent soi leur développement (organes lymphoïdes primaires, comme la moelle 
osseuse et le thymus), soit leur maintien et leur rencontre en cas d’infection (organes lymphoïdes 
secondaires). Les cellules NK sont retrouvées dans tous ces compartiments en proportions variables. 
Elles sont également présentes dans d’autres organes, tels que les poumons ou l’endomètre, où elles 
constituent l’une des populations les plus importantes en nombre. En cas d’implantation embryonnaire 
au niveau de l’endomètre, ce dernier subit des modifications morphologiques et fonctionnelles 
importantes. Le processus de décidualisation se traduit notamment par un afflux massif de cellules NK 

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déciduales (dNK). Les cellules dNK représentent la population immune maternelle dominante dans la 
decidua basalis. Ces cellules ont un rôle majeur dans les processus de remodelage vasculaire qui 
s’opèrent dans la decidua basalis au cours du premier trimestre, ainsi que dans l’invasion des tissus 
par les cellules trophoblastiques d’origine fœtale.
 Les cellules trophoblastiques expriment des antigènes paternels et de ce fait peuvent être 
reconnues par les cellules immunitaires maternelles comme étrangères. Des processus de tolérisation 
aux antigènes fœtaux sont mis en place très tôt au cours de la grossesse. Ainsi, les LT régulateurs sont 
présents en grande proportion dans la decidua basalis. De même les cellules dendritiques, qui 
pourraient déclencher une réponse immune contre les cellules fœtales ne peuvent migrer vers les 
nœuds lymphatiques drainants après activation. Enfin, bien que les cellules dNK expriment toutes les 
molécules lytiques, l’engagement permanent de récepteurs inhibiteurs par leurs ligands physiologiques 
empêche le déclenchement d’une réponse cytotoxique envers les cellules fœtales. Toutefois, le fœtus 
est susceptible d’être infecté in utero par divers pathogènes, tels que le Cytomégalovirus Humain 
(HCMV), avec des effets délétères sur la poursuite de la grossesse et l’enfant à naître.  
Le travail effectué au cours de ma thèse consistait dans un premier temps à déterminer si dans 
certaines conditions, l’inhibition constitutive du potentiel cytotoxique des cellules dNK pouvait être 
levée afin d’apporter une protection au fœtus. Cette étude nous a permis de caractériser la réponse 
cytotoxique anti-virale des cellules dNK au cours d’une infection de cellules stromales de la decidua 
par le HCMV. Dans un second temps, nous avons voulu déterminer l’influence du 
microenvironnement cytokinique de la grossesse sur l’expression et les fonctions induites après 
engagement des récepteurs de cytotoxicité naturelle, NKp30, NKp44 et NKp46. Cette étude nous a 
permis de démontrer que les cellules dNK n’expriment pas les mêmes transcrits des NCR que leurs 
homologues du sang périphérique, et que cette expression sélective proviendrait de l’environnement 




I  Les cellules Natural Killer  
A  Développement et homéostasie des cellules Natural Killer  
 Les cellules NK sont des cellules de l’immunité innée qui ne requièrent pas de réarrangements 
géniques au cours de leur développement. Les premières étapes du développement des cellules NK se 
produisent dans la moelle osseuse, comme les lymphocytes B et les cellules myéloïdes (Freud and 
Caligiuri, 2006). Les cellules NK se développent en plusieurs étapes, identifiables par l’expression de 
récepteurs de surface, de facteurs de transcription et de certaines combinaisons de cytokines. Enfin, 
bien que les cellules NK n’expriment pas à leur surface de récepteurs variables, elles nécessitent des 
interactions qui les « sélectionnent ». Les cellules NK potentiellement dangereuses pour l’organisme 
deviennent anergiques. Il est possible que plusieurs organes périphériques permettent le 
développement de cellules NK fonctionnelles (Huntington et al., 2007). Les cellules NK font partie de 
la famille des Cellules Lymphoïdes Innées (ILC), et sont considérées comme le prototype des ILC de 
type 1. 
1    Les étapes du développement des cellules NK 
Les étapes précoces du développement des cellules NK sont mieux caractérisées chez la souris 
mais des informations existent chez l’Homme. La différenciation des cellules NK n’est pas un 
phénomène linéaire qui se produit dans la moelle osseuse avant que les cellules immatures migrent en 
périphérie pour se spécialiser et acquérir leurs fonctions. Les premières études ont montré que des 
souris traitées par des éléments radioactifs ou du -œstradiol, qui affectent la moelle osseuse, ont un 
défaut très prononcé dans le compartiment NK comparé aux autres populations hématopoïétiques
(Kumar et al., 1979; Seaman et al., 1978). Les cellules stromales de la moelle osseuse, supplémentées 
d’IL-2, peuvent supporter la différenciation de cellules NK à partir de précurseurs CD34+ CD38-
(Miller et al., 1999). Ces données indiquent que les premières étapes de développement se produisent 
dans la moelle osseuse. Mais, in vitro, il est possible de différencier des précurseurs CD34+ de la 
moelle osseuse, du sang ou des organes lymphoïdes secondaires en cellules NK. La moelle osseuse ne 
serait donc pas un site exclusif (Miller et al., 1994).  
La prolifération des précurseurs NK nécessite la combinaison de différentes cytokines 
produites localement, notamment l’IL-15, et deux autres facteurs produits par les cellules stromales de 
la moelle osseuse, les ligands de c-kit (KL) et de Flt-3 (FL) (Mrozek et al., 1996; Yu et al., 1998). Le 
développement des cellules NK se divise en quatre étapes principales, définies sur la base de 
l’expression de marqueurs de surface. Chaque étape peut elle-même être divisée en sous-étapes. Les 
progéniteurs NK (pro-NK), retrouvés dans la moelle osseuse et les organes lymphoïdes secondaires 
ont un phénotype CD34+CD45RA+CD117-CD94- (Freud and Caligiuri, 2006). Le niveau d’expression 
de CD34 semble important, puisque seules les cellules qui l’expriment à un haut niveau s’engagent 
dans le lignage NK. Les pro-NK sont phénotypiquement proches du progéniteur lymphoïde commun 

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(CLP), et expriment CD10 (Galy et al., 1995). KL et FL permettent le passage vers le stade 2 du 
développement, précurseurs NK (pré-NK), définis comme CD34+CD45RA+CD117+CD94-. C’est à ce 
stade que les cellules nécessitent de l’IL-15 (Yu et al., 1998). 
Les pré-NK ne sont pas encore engagés exclusivement dans la voie des cellules NK, et 
peuvent encore donner des LT et des DC myéloïdes. La fixation du lignage s’effectue au stade 3. Les 
cellules qui sont engagées dans le stade 3 perdent leur potentiel multilymphoïde et sont considérées 
comme des cellules NK immatures (iNK) (Freud and Caligiuri, 2006). Les iNK expriment des 
marqueurs de cellules NK, comme CD2, NKp44 et la chaîne  du récepteur à l’IL-7 (CD127). 
L’expression de la molécule d’adhésion CD56, qui définit les cellules NK chez l’Homme, augmente 
durant cette étape de différenciation. Les cellules engagées dans cette voie n’expriment pas encore les 
protéines effectrices des cellules NK, l’IFN- et la perforine, ainsi que la plupart des récepteurs 
caractéristiques des cellules NK matures, comme NKG2D, NKp46 ou les KIR. En revanche, les iNK 
sont capables d’exercer une activité lytique par l’intermédiaire de TRAIL, un ligand de récepteurs à 
domaine de mort (Zamai et al., 1998). Cette population est très présente dans les organes lymphoïdes 
secondaires. (Figure 1). 
La dernière étape du développement, le stade 4, est marquée par l’acquisition du récepteur 
inhibiteur CD94/NKG2A, de NKG2D, de NKp46, de FasL et de la perforine notamment. CD56 est 
fortement exprimé (population CD56bright). La population CD56bright n’est pas homogène et pourrait 
représenter différentes phases de maturation des cellules NK (Freud and Caligiuri, 2006). 
Figure 1 : Modèle des étapes du développement des cellules NK. Du stade 1 (pro-
NK) au stade 3 (iNK), perte progressive de la multipotence. Du stade 3 au stade 5, 
étapes de maturation, acquisition des marqueurs de lignage NK et des capacités 
cytolytique et sécrétrice (Freud and Caligiuri, 2006). 
Au stade CD56bright, les cellules NK subissent d’autres stades de différenciation. Il est 
généralement accepté que les cellules NK CD56bright des organes lymphoïdes secondaires sont les 
précurseurs des cellules NK circulantes CD56dim, parfois considérées comme le stade 5 (Chan et al., 
2007; Romagnani et al., 2007). Cette dernière étape de maturation se caractérise par l’acquisition du 
	
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récepteur au fragment Fc des IgG CD16, des KIR et la diminution de l’expression de CD94/NKG2A 
(Shilling et al., 2003) (Figure 2). La population CD56dim CD16+ peut elle-même être divisée en 
plusieurs sous-populations sur la base de l’expression de la molécule d’adhésion CD57 (Bjorkstrom et 
al., 2010). 
Figure 2 : Modèle de différenciation des cellules NK dans les dernières étapes de 
développement. Les cellules NK CD56bright CD16- NKG2A+ acquièrent 
progressivement la perforine, le CD16 et les KIR, et diminuent l’expression de 
NKG2A. En parallèle des modifications du répertoire de récepteurs, le potentiel 
cytotoxique est plus important, mais les capacités prolifératives diminuent (Moretta, 
2010). 
Les étapes du développement des cellules NK ne sont pas encore toutes clairement définies. 
Les organes où la maturation et l’acquisition des fonctions effectrices se produisent ne sont pas 
connus. NKp44, qui est un récepteur induit après activation, est ainsi exprimé au cours du 
développement sans que son implication dans la génération des cellules NK ne soit connue (Freud and 
Caligiuri, 2006). De plus, il est possible que les cellules NK ne constituent pas une population 
homogène tant au niveau phénotypique que fonctionnelle suivant l’organe où elles se développent, 
comme il a été proposé pour d’autres populations d’ILC humaines (Mjosberg et al., 2011). Des 
données récentes basées sur des analyses transcriptomiques suggèrent l’existence de plusieurs lignages 
NK (Daussy et al., 2014; Peng et al., 2013 ). Les microenvironnements cytokiniques et les ligands 
exprimés dans chacun des organes lymphoïdes secondaires diffèrent les uns des autres et pourraient 
conférer des propriétés propres et distinctes aux populations de cellules NK, par exemple dans le 
thymus ou l’utérus gestant (Figure 3). Chez la souris, les cellules iNK hépatiques peuvent reformer les 
différentes populations de cellules NK matures, contrairement aux cellules iNK spléniques (Takeda et 




Figure 3 : Sites potentiels de développement des cellules NK. Les précurseurs 
hématopoïétiques de la moelle osseuse subissent les premières étapes de 
différenciation puis peuvent migrer dans différents organes lymphoïdes pour 
terminer leur maturation (Huntington et al., 2007). 
2     Facteurs de transcription 
Les facteurs de transcription sont des protéines clés dans les processus de différenciation et de 
choix de lignage des cellules hématopoïétiques. Plusieurs facteurs de transcription sont essentiels à la 
génération et la fonction des cellules NK (Luevano et al., 2012). Tous n’interviennent pas au même 
stade de différenciation et certains sont exprimés à un stade précis du développement. La régulation 
spatiale et temporelle de l’expression de ces facteurs de transcription assure le choix du lignage et la 
régulation des fonctions effectrices des cellules NK. 
Il a récemment été décrit que le facteur de transcription E4BP4 (E4-binding protein 4, aussi 
appelé NFIL3) contrôle le développement des cellules NK de façon lignage spécifique. E4BP4 est 
essentiel à la progression du stade pré-NK vers le stade iNK puis vers le stade NK matures. Les souris 
déficientes en E4BP4 présentent une accumulation de cellules pré-NK dans la moelle osseuse, et des 
fonctions effectrices atténuées pour les cellules matures. La transcription d’E4BP4 est déclenchée suite 
à la signalisation via le récepteur à l’IL-15 (Gascoyne et al., 2009; Kamizono et al., 2009).  
E4BP4 active d’autres facteurs de transcription qui interviennent dans le choix et la fixation du 
lignage NK, dont Id2 et Id3. Ces facteurs font partie d’une famille de facteurs de transcription qui sont 
des régulateurs importants de la différenciation cellulaire. En liant des protéines E, ils bloquent leur 
liaison aux séquences E de l’ADN (Sun et al., 1991). Id3 intervient également dans le développement 
NK. Id2 et Id3 agissent soit comme répresseurs, soit comme activateurs de la transcription (Boos et al., 
2007; Heemskerk et al., 1997). 
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La transcription des gènes codant pour la perforine, les granzymes, l’IFN- ou le TNF- est 
indicatif des derniers stades de différenciation (Freud and Caligiuri, 2006). Le contrôle de la 
transcription des protéines qui assurent les fonctions effectrices des cellules NK est orchestré par 
divers facteurs de transcription. T-bet et Eomes (Eomésodermine) sont deux facteurs de transcription 
de la famille T-box qui contrôlent les derniers stades de maturation des cellules NK (Gordon et al., 
2012). Ces facteurs de transcription interviennent dans le contrôle de la fonction cytotoxique et la 
production d’IFN- par les cellules NK (Gill et al., 2012).  
Ets-1 (Ramirez et al., 2012), Hélios (Narni-Mancinelli et al., 2012), KLF4 (Krüppel-like factor 
4) (Park et al., 2012) ou encore GATA3 (Samson et al., 2003) ont été décrits comme intervenant dans 
le contrôle de la différenciation, des fonctions effectrices ou de l’homéostasie des cellules NK. Ces 
facteurs de transcription peuvent être différentiellement exprimés suivant le lieu de maturation des 
cellules NK. Ainsi, une déficience en GATA-3 affecte uniquement la population de cellules NK 
thymiques (Vosshenrich et al., 2006) alors qu’une déficience en KLF4 (Park et al., 2012) affecte les 
populations de cellules NK du sang sans affecter les autres populations. Là encore, le 
microenvironnement serait déterminant dans l’expression des facteurs de transcription. 
3 MicroARN (miARN) 
Les miARN sont une famille de petits ARN non codants qui agissent en tant que répresseurs 
post-transcriptionnels des ARN messagers (Fabian and Sonenberg, 2012). Chacun des miARN peut 
cibler plusieurs centaines de gènes (Berezikov et al., 2006). La régulation des miARN et la régulation 
post-transcriptionnelle par les miARN apparaissent de plus en plus comme absolument essentielles 
dans la plupart des processus physiologiques (Baek et al., 2008).  
Les études réalisées chez des souris dont la moelle osseuse est déficiente en Dicer ou Dcgr8, 
deux enzymes de la voie de synthèse des miARN, montrent des problèmes de développement en 
cellules NK (Bezman et al., 2010). Plus de 400 miARN sont exprimés par les cellules NK (Fehniger et 
al., 2010; Liu et al., 2012). D’autres études ont été menées en délétant des miARN spécifiques chez la 
souris. miR-150 est un miARN qui cible c-Myb, facteur impliqué dans des signaux pro-survie et pro-
prolifératifs dans les lymphocytes en développement (Bezman et al., 2011). Son absence aboutit à une 
diminution du nombre de cellules NK matures en périphérie. A l’inverse, la surexpression de miR-150 
résulte en une augmentation du pool de cellules NK circulantes. miR181 module la signalisation 
induite après engagement de Notch (Cichocki et al., 2011). La signalisation via Notch est importante 
au cours du développement des populations T et NK (Bachanova et al., 2009). De ce fait, le knock-
down de miR-181 diminue le développement des cellules NK. 
miR-146a (Paik et al., 2011), miR-30b (Ng et al., 2011), miR-21 (Yamanaka et al., 2009) ou 
encore miR-155 (Trotta et al., 2012; Zawislak et al., 2013) sont impliqués dans la modulation des 
réponses proliférative, cytotoxique ou cytokinique des cellules NK, que ce soit au cours des processus 
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de maturation et d’acquisition des fonctions effectrices, ou encore au niveau de la régulation de la 
réponse immune dirigée par les cellules NK.  
4 Contacts cellulaires  
Peu de données sont disponibles sur les interactions cellulaires qui se produisent durant la 
différenciation et la maturation des cellules NK. Lors d’une réponse immune, les interactions entre 
cellules dendritiques et cellules NK, ou monocytes et cellules NK, supportent les derniers stades de 
maturation (Guimond et al., 2010; Soderquest et al., 2011) par l’apport d’IL-15. En revanche 
l’implication des DC ou des monocytes au cours des premières étapes du développement n’a pas été 
étudié. Dans les nœuds lymphatiques, les cellules iNK se retrouvent dans les régions parafolliculaires 
riches en LT, mais les raisons de cette localisation ne sont pas connues. 
Une étude récente a montré la nécessité d’une interaction avec les neutrophiles au cours du 
développement pour la génération de cellules NK fonctionnelles. Chez les souris Genista, les cellules 
NK se localisent dans les mêmes zones que les neutrophiles dans la rate et les nœuds lymphatiques. De 
plus, la présence des neutrophiles dans la moelle osseuse est également nécessaire à la génération des 
cellules NK. Ces données obtenues chez la souris ont été confirmées chez des patients neutropéniques 
(Jaeger et al., 2012). 
5     Education des cellules NK 
 Les cellules NK sont des cellules cytotoxiques qui jouent un rôle clef dans la surveillance de 
l’infection ou la transformation des cellules de l’hôte. Pendant de nombreuses années, les mécanismes 
qui contrôlent l’activation des cellules NK et qui leur permettent de distinguer cellules dangereuses 
pour l’hôte et cellules saines n’ont pas été élucidés. En 1986, Klas Kärre démontre que les cellules NK 
exercent leur activité cytotoxique envers des cellules tumorales qui ont perdu l’expression des 
molécules du CMH-I : c’est l’hypothèse du « Soi manquant » (Karre et al., 1986). Cette hypothèse 
postule que les cellules NK sont activées en l’absence de liaison d’une molécule de CMH-I à un 
récepteur inhibiteur. Ainsi, les cellules tumorales ou infectées par un pathogène, qui diminuent ou 
perdent complètement l’expression des molécules du CMH-I seraient reconnues comme étrangères et 
donc éliminées par les cellules NK. Depuis, la théorie a été élargie avec la découverte de récepteurs 
NK, comme NKG2D, qui ne lient pas le CMH-I mais qui reconnaissent des ligands de stress induits 
après infection ou transformation des cellules cibles : il s’agit de la théorie du « Soi induit » 
(Ogasawara et al., 2005). Ces deux modes de reconnaissance définissent les conditions dans lesquelles 
une cellule NK identifie une cellule comme cible et enclenche ses fonctions effectrices (Figure 4). 
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Figure 4 : La balance des signaux inhibiteurs et activateurs reçus par les cellules NK 
détermine le devenir de la cellule cible avec laquelle la cellule effectrice interagit. 
Sont présentés les deux modèles qui expliquent l’activation d’une cellule NK : 
l’absence de d’expression du CMH-I, qui conduit à une diminution des signaux 
inhibiteurs (Soi manquant) ; augmentation de l’expression de ligands de récepteurs 
activateurs qui permettent une signalisation activatrice plus importante (Soi induit) 
(Raulet and Vance, 2006). 
Les cellules NK sont régulées par les molécules du CMH-I de l’environnement. La capacité des 
cellules NK à reconnaître les molécules du CMH-I, en l’absence de sélection positive, comme définie 
pour les lymphocytes T, est resté inexpliquée pendant plusieurs années. Il était supposé que chaque 
cellule NK exprime au moins un récepteur inhibiteur pour les molécules du CMH-I du Soi (Valiante et 
al., 1997). Cette vision a été modifiée depuis la découverte de cellules NK matures n’exprimant aucun 
de ces récepteurs, mais qui ne présentent pas de danger pour l’hôte, que ce soit chez la souris ou chez 
l’Homme (Anfossi et al., 2006; Fernandez et al., 2005). Les mécanismes de tolérance des cellules NK 
au Soi ont donc été redéfinis.  
L’éducation des cellules NK pourraient s’effectuer de deux façons : un mode indépendant du 
CMH-I, qui n’est pas encore identifié, et un mode dépendant du CMH-I, pour les cellules qui 
expriment un récepteur inhibiteur au CMH-I du Soi. C’est le concept de la théorie de l’ « éducation » 
des cellules NK. Les cellules NK « éduquées » seraient fonctionnelles grâce à leurs récepteurs 
activateurs, et leur tolérance au Soi s’expliquerait par l’expression de récepteurs inhibiteurs au CMH-I 
du Soi (Anfossi et al., 2006). Les cellules NK « non-éduquées » seraient dans ce cas tolérantes parce 
qu’anergiques, malgré l’expression de récepteurs activateurs à leur surface. L’état « éduqué » dépend 
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de la reconnaissance des molécules du CMH-I classiques (ou classe Ia). En effet, les cellules NK de 
souris déficientes en CD94 (qui n’expriment pas NKG2A, récepteur de Qa-1, CMH-I de classe Ib 
murin) sont fonctionnelles (Orr et al., 2010). En accord avec cette théorie, les cellules NK « non-
éduquées » n’ont pas la capacité de reconnaître des cibles selon la théorie du « Soi manquant ». Les 
mécanismes moléculaires exacts qui définissent l’ « éducation » ne sont pas élucidés et deux modèles 
s’affrontent actuellement pour expliquer l’éducation des cellules NK. Il s’agit des modèles 
« armement » et « désarmement » (Raulet and Vance, 2006). 
Le modèle « armement » postule que l’engagement d’au moins un récepteur inhibiteur par les 
molécules de CMH-I suffit à transduire tous les signaux nécessaires pour l’ « éducation ». Ce modèle 
est conforté par le fait que les motifs ITIM, qui transduisent les signaux enclenchés par l’engagement 
d’un récepteur inhibiteur, sont impliqués dans l’ « éducation » (Kim et al., 2005). 
Le modèle « désarmement » postule au contraire que les signaux activateurs sont 
constitutivement transduits dans les cellules NK. L’engagement d’un récepteur inhibiteur par le CMH-
I viendrait s’opposer à ces signaux. Sans signalisation inhibitrice, la cellule NK deviendrait anergique, 
afin d’éviter des dommages à l’organisme (Oppenheim et al., 2005; Wiemann et al., 2005).  
Plusieurs études, menées sur des souris transgéniques ou des cellules NK humaines, indiquent 
que les récepteurs activateurs interviennent dans les processus d’éducation des cellules NK (Fauriat et 
al., 2010). Toutefois, aucune de ces études n’a permis de trancher entre les deux modèles. De plus, 
l’anergie des cellules NK « non-éduquées » a été remise en cause dans un modèle murin d’infection 
par le MCMV (Murine Cytomegalovirus) (Orr et al., 2010). Des expériences de transferts adoptifs ont 
montré que des cellules « non-éduquées » issues de souris déficientes en CMH-I peuvent réverser leur 
phénotype anergique lorsqu’elles sont placées dans un environnement avec du CMH-I (Elliott et al., 
2010; Joncker et al., 2010). A l’inverse, lorsque des cellules NK « éduquées » sont transférées dans un 
environnement sans CMH-I, elles deviennent hyporéactives. L’ensemble de ces études remet en cause 
le lieu de l’éducation des cellules NK, supposé être la moelle osseuse. Il est possible en effet que 
l’ « éducation » se produise tout au long de la vie de la cellule NK (Miller et al., 2007; Sun, 2010). 
Cette possibilité expliquerait le paradoxe de la grossesse : le non-rejet du fœtus, bien que ce dernier 
exprime des molécules HLA de classe I du père, pour lesquelles les cellules NK maternelles ne 
seraient pas tolérantes (Parham and Guethlein, 2010). Suivant le lieu et le contexte d’engagement des 
molécules du CMH-I, l’ « éducation » pourrait être un processus dynamique et des réajustements au 
niveau de la tolérance pourraient se produire dans d’autres organes que la moelle osseuse. 
Il existe une autre théorie, la théorie du rhéostat, qui postule que l’éducation des cellules NK 
n’est pas un modèle binaire, et qu’elle serait dépendante du nombre de récepteurs inhibiteurs pour 
différentes molécules du CMH-I (Joncker et al., 2009). L’amplitude de la réponse des cellules NK 
dépendrait ainsi du nombre de récepteurs inhibiteurs qu’elles expriment (Figure 5). Une cellule NK 
possédant deux récepteurs inhibiteurs serait plus réactive qu’une cellule n’en exprimant qu’un seul 
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(Brodin et al., 2009). En accord avec ce modèle, les cellules NK de souris exprimant plusieurs allèles 
de CMH-I ont des fonctions effectrices de meilleures qualités que celles issues de souris n’exprimant 
qu’un seul allèle (Jonsson et al., 2010).  
 D’autres paramètres sont à prendre en compte pendant l’éducation des cellules NK, comme 
l’affinité du récepteur pour la molécule de CMH-I (Jonsson et al., 2010). La nature du peptide présenté 
par ces molécules influence l’affinité des récepteurs NK pour les molécules du CMH-I (Alter et al., 
2011) (Fadda et al., 2010) (Borhis et al., 2013). En cas d’infection, la qualité de la « sélection » 
pourrait être modifiée. 
 L’anergie des cellules NK « non-éduquées » n’est pas un phénomène qui affecte tous les 
récepteurs. Des travaux récents indiquent que suite à la reconnaissance d’une cellule cible, les 
premiers évènements de signalisation via les molécules d’adhésion, notamment LFA-1, sont 
enclenchés. L’absence de réponse affecte la capacité des récepteurs activateurs à transduire des 
signaux qui interviennent après les étapes de fixation à la cellule cible et donc à renforcer l’interaction 
cellule cible/cellule effectrice et qui permettent notamment d’activer les fonctions effectrices des 
cellules NK (Thomas et al., 2013). 
Figure 5 : Modèle d’éducation des cellules NK. a) Dans la moelle osseuse, les cellules 
NK en développement interagissent avec les molécules de CMH-I exprimées par les 
cellules hématopoïétiques ou stromales via les récepteurs inhibiteurs. Le nombre 
d’interaction détermine le degré de réponse des cellules NK. b) Les cellules NK en 
développement qui interagissent avec des ligands du Soi ou des ligands viraux via les 
récepteurs activateurs deviennent anergiques (Sun and Lanier, 2011). 
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6     Homéostasie des cellules NK 
Les cellules NK sont des cellules de l’immunité innée et sont donc considérées comme ayant 
une durée de vie courte par rapport aux lymphocytes T et B. En périphérie, les cellules NK matures de 
souris immunocompétentes ont une demi-vie estimée à une semaine (Jamieson et al., 2004). La 
maintenance des cellules NK en périphérie est dépendante de l’IL-15 (Ranson et al., 2003). La 
signalisation IL-15 permet notamment l’expression de facteurs anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 
(Koka et al., 2003).  
La faible durée de vie des cellules NK a été remise en cause par plusieurs observations. 
L’homéostasie des cellules NK est ainsi plus proche de ce qui est observé pour les LT et LB, que des 
autres populations innées. Lorsqu’elles sont transférées dans un hôte lymphopénique, les cellules NK 
matures vont proliférer très rapidement pour reconstituer le système immunitaire de l’hôte receveur 
(Prlic et al., 2003). Durant cette prolifération homéostatique, elles acquièrent un phénotype de cellules 
activées et peuvent répondre très rapidement en cas d’infection. De façon surprenante, ces cellules 
sont capables de repeupler plusieurs organes de l’hôte mais aussi de persister pendant plus de 6 mois, 
tout en gardant leur capacité de réponse intacte. En revanche, après la phase proliférative, ces cellules 
acquièrent un phénotype de cellules quiescentes, contrairement aux LT (Sun and Lanier, 2011). 
Lors d’une infection, les cellules NK prolifèrent rapidement (Dokun et al., 2001) (Gillard et 
al., 2011) (Cook and Whitmire, 2013) (van Helden et al., 2012) (Kim et al., 2008). Des études 
phénotypiques ont permis de démontrer une expansion clonale des cellules NK en réponse à certains 
pathogènes persistants tels que le HCMV (Guma et al., 2004; Guma et al., 2006). Cette population 
persiste plusieurs mois après que l’infection ait été contrôlée, ce qui indiquerait que les cellules NK 
sont douées de propriétés attribuées jusqu’ici aux cellules de l’immunité adaptative. 
L’appartenance à l’immunité innée est également discutée, avec la découverte de populations 
NK ayant des caractéristiques de cellules mémoires (O'Leary et al., 2006). Les cellules NK sont en 
effet capables de persister plusieurs mois après une infection et de monter des réponses de rappel. Les 
différentes phases de cette réponse « mémoire » des cellules NK ressemblent à ce qui a été décrit pour 
les réponses mémoires des LT, avec des phases de prolifération et de contraction du pool de cellules 
NK répondant à l’infection (Sun et al., 2009). Chez la souris, la population de cellules NK 
« mémoires » réside dans le foie, qui fournit les signaux nécessaires à leur maintien. (Paust et al., 
2010). Des populations de cellules NK dîtes « mémoires » ont également été identifiées chez l’Homme 
(Foley et al., 2012a; Lopez-Verges et al., 2011). De plus amples études sont nécessaires pour définir 
clairement ce type de cellules NK, et leur réelles capacité mémoire. Certains auteurs évoquent plutôt 




réarrangements géniques au cou
inhibiteurs des cellules NK (NKR
en permanence dans les cellules 
ou de cellules infectées ou tra
inhibiteurs qui régule l’activité d
et prévient d’une activation délé
deux types : soit des glycoprotéin
(Ig), soit des glycoprotéines de ty
des récepteurs de type Ig sont ra
(Figure 6) sur le chromosome 19
locus NK-Complex (NKC) sur le
2000). 
1 Les récepteurs des 
1.1  Récepteurs de type
Les récepteurs de type I
distinguent par la nature de leu
récepteurs suivant leur stade de 





1.1.1 Les Killers Ig-l
La famille des KIR (CD
fonctionnelles et de 2 pseudogèn
leur partie extracellulaire et la
répertoriés sous la nomenclatur
intracytoplasmic tail) ou L (Long
KIR3D lorsqu’ils ont deux ou tro
e de récepteurs des cellules Natural K
hocytes T et B, les récepteurs des cellules NK
rs de leur développement. Les nombreux réce
) sont directement codés par le génome. Des si
NK par l’engagement de ces récepteurs, proven
nsformées. Le répertoire sophistiqué de récep
es cellules NK assure qu’elles protègent l’hôte c
tère. Les récepteurs activateurs et inhibiteurs son
es monomériques de type I de la superfamille de
pe II de type lectine (Biassoni et al., 2001). Les
ssemblés dans le locus appelé LRC (Leukocyte
q13.4 ; les gènes des récepteurs de type lectine 
 chromosome 12p12-13 (Barrow and Trowsdale
cellules NK
 immunoglobuline (Ig)
g représentent chez l’Homme plusieurs groupes
rs ligands. Les cellules NK expriment différen
maturation et leur état d’activation. L’infection
environnement cytokinique influe également sur
 du LRC sur le chromosome 12p12-13 (Barten
ike Receptors (KIR)
158a-k, z) est composée de 15 gènes codan
es. Ces récepteurs sont classés selon le nombre 
 taille de la région intracytoplasmique. Les r
e KIR suivi du nombre de domaine Ig et d
 intracytoplasmic tail). Les récepteurs sont donc
is domaines Ig respectivement (Marsh et al., 200

iller
 ne subissent pas de 
pteurs activateurs et 
gnaux sont transduits 
ant de cellules saines 
teurs activateurs et 
ontre les pathogènes 
t majoritairement de 
s immunoglobulines 
 gènes de la majorité 
-Receptor-Complex) 
sont localisés dans le 
, 2008; Renedo et al., 
 de récepteurs qui se 
tes combinaisons de 
 de l’hôte par divers 
 leur expression.
 et al., 2001) 
t pour des protéines 
de domaines Ig dans 
écepteurs sont ainsi 
e la lettre S (Short 
 nommés KIR2D ou 
3) (Figure 7). 


Tous les KIR sont probablement dérivés des KIR3DL et l’organisation des gènes est identique 
pour tous (Sambrook et al., 2006). Ils sont composés de 9 exons qui correspondent aux différentes 
régions des protéines. Les exons 1 et 2 codent pour le peptide signal. Les exons 3, 4 et 5 codent 
chacun pour un domaine Ig, respectivement D0, D1 et D2 en fonction de leur position par rapport à la 
membrane plasmique, D2 étant le plus proche. L’exon 6 connecte le domaine D2 à la région 
transmembranaire codée par l’exon 7. Les exons 8 et 9 codent la région intracytoplasmique (Wilson et 
al., 1997). 
 La majorité des KIR possède deux domaines Ig. Les KIR2D sont classés en fonction des 
domaines Ig qu’ils expriment. Les KIR2D de type 1 ont des domaines homologues aux D1 et D2 des 
KIR3DL, tandis que les KIR2D de type 2 ont des domaines homologues aux D0 et D2. Ces 
différences s’expliquent par la présence d’un pseudoexon 3 qui est épissé lors de la maturation de 
l’ARN messager des KIR2D de type 1 (Vilches et al., 2000). Les KIR2D de type 2 ont une délétion de 
2kb qui leur a fait perdre l’exon 4. Les exons 8 et 9 sont de même taille, mais des mutations 
ponctuelles ont introduit un codon stop dans leur séquence aboutissant à des protéines tronquées 
(Selvakumar et al., 1997). 
Figure 7 : a) Diagramme de Ribbon de la partie extracellulaire d’un KIR à deux 
domaines Ig (KIR2DL2) et b) diagramme de Ribbon de la partie extracellulaire 
d’un KIR à trois domaines Ig (KIR3DS1). (Joyce and Sun, 2011; Vivian et al., 2011)
  
La taille de la région cytoplasmique définit si le récepteur est activateur ou inhibiteur. Les 
KIR-L peuvent transduire directement des signaux inhibiteurs grâce à la présence dans leur partie 
intracytoplasmique de motifs ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif). A l’inverse, 
les KIR-S, qui ne peuvent transduire de signaux via leur région intracytoplasmique, nécessitent le 
recrutement d’une molécule adaptatrice portant des motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based 
Activatory Motif) (Lanier, 2008). 
 Les haplotypes de KIR montrent une très grande diversité, suivant la quantité de gènes qu’ils 
contiennent, résultats de duplications et de recombinaisons non-réciproques qui ont eu lieu dans le 
locus KIR (Uhrberg et al., 1997; Vendelbosch et al., 2013). La duplication suivie de la recombinaison 
d’une des copies expliquent la présence de paires de KIR ayant la même spécificité de ligands, mais 
des signalisations différentes (ex : KIR2DL1/KIR2DS1). Deux groupes d’haplotypes de KIR ont été 
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1.1.5 Récepteurs et co-récepteurs de la famille CD2 
Les récepteurs de la famille de CD2 (aussi appelée famille des récepteurs SLAM) regroupent 
onze membres : 2B4 (CD244), BLAME (B lymphocyte activator macrophage expressed), CD2, CD48, 
CD58, CD84, CD84-H1 (CD84 homolog 1), CD150 (signaling lymphocyte activation molecule 
SLAM), CD229 (DNAX accessory molecule 1, DNAM-1), CS1, et NTBA (NK-T-B-antigen). 
En général, les membres de cette famille sont des protéines transmembranaires de type I, avec 
un seul domaine Ig de type V et un seul domaine Ig de type C dans la partie extracellulaire (Figure 
11). Les gènes codant pour CD2 et CD58 sont localisés sur le chromosome 1q13, tandis que les neuf 
autres sont dans la région 1q21-24 (Boles et al., 2001). Tous les membres de cette famille de 
récepteurs interagissent de façon homotypique ou hétérotypique avec un autre membre de la famille. 
L’expression des récepteurs de la famille CD2 est restreinte aux cellules hématopoïétiques, à 
l’exception de CD48 et CD58. Les cellules NK expriment de façon variable 8 récepteurs de cette 
famille. Des transcrits alternatifs existent pour plusieurs de ces récepteurs. Enfin, des mutations ou des 
délétions de ces gènes sont associées à des susceptibilités à des infections ou encore à certains 
syndromes d’origine génétique comme les maladies lymphoprolifératives liées à l’X (McNerney and 
Kumar, 2006). 
CD244 (2B4) et CD48: CD244 est exprimé sous la forme de deux transcrits chez l’Homme, 
h2B4-A et h2B4-B, qui codent pour les isoformes A et B respectivement (Mathew et al., 2009). 
Contrairement à leurs homologues chez la souris, ces deux isoformes ne diffèrent pas par la présence 
de motifs de signalisation dans la région intracytoplasmique (Stepp et al., 1999). En revanche, suivant 
le nombre de motifs phosphorylés dans la partie intracytoplasmique, la nature du signal peut être 
modifiée (Eissmann et al., 2005). h2B4-A et h2B4-B sont issus de l’épissage alternatif de l’exon 3, qui 
rajoute 15 nucléotides au transcrit h2B4-B, à la jonction entre les domaines Ig V et C2. h2B4-B 
contient ainsi 5 aminoacides supplémentaires dans sa partie extracellulaire, dont une proline. Ce qui 
pourrait modifier l’affinité du récepteur pour CD48, le ligand de 2B4, ou les modalités d’interaction. Il 
est établi que 2B4 a un double rôle dans la biologie des cellules NK. Ainsi, CD244 n’agit pas comme 
un récepteur primaire de cytotoxicité, mais comme un co-récepteur qui dépend de l’engagement 
d’autres récepteurs activateurs (Bryceson et al., 2006). L’interaction 2B4/CD48 entre cellules NK 
augmente leur prolifération, mais elle empêche aussi la lyse fratricide (Betser-Cohen et al., 2010; Kim 
et al., 2010). 
CD48 est exprimé par toutes les cellules hématopoïétiques et par l’endothélium humain. Il est 
le seul membre de cette famille, avec CD58, à ne pas avoir de domaine transmembranaire. Il est ancré 
à la membrane par une ancre glycophophatidylinositol (GPI) (Staunton et al., 1989). Du fait de l’ancre 
GPI, CD48 est susceptible d’être clivé après activation et donc d’être retrouvé sous forme soluble dans 
la circulation sanguine (Boles et al., 2001). 
CD2 et CD58 : CD58 est le ligand physiologique de CD2 chez l’Homme. Le domaine 
intracytoplasmique de CD2 est riche en prolines et en résidus basiques, qui permettent le recrutement 
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domaine extracellulaire de type lectine C, d’un domaine transmembranaire et d’une portion 
intracytoplasmique. Les hétérodimères CD94/NKG2A et CD94/NKG2B sont des récepteurs 
inhibiteurs, avec deux motifs ITIM dans leur partie intracellulaire (Brooks et al., 1997). Les sous-
unités NKG2A et NKG2B sont issues d’un épissage alternatif du même gène. Les autres récepteurs, 
lorsqu’ils sont associés à CD94, sont activateurs. NKG2E et H sont eux aussi issus d’un épissage 
alternatif, ce qui n’est pas le cas pour NKG2C. Ces récepteurs n’ont pas de portion intracytoplasmique 
et nécessitent donc le recrutement de molécules adaptatrices portant des motifs ITAM pour transduire 
des signaux activateurs après engagement par leur ligand (Lanier et al., 1998). Les protéines de cette 
famille présentent une grande homologie de séquence peptidique, de l’ordre de 56% entre NKG2A, C 
et E, et de 92% entre NKG2C et NKG2E (Borrego et al., 2002). 
Figure 13 : Diagramme de Ribbon de la structure de l’hétérodimère CD94/NKG2A
(Sullivan et al., 2007) 
   1.2.2  NKG2F 
NKG2F ne s’associe pas avec CD94. Il contient un résidu chargé dans sa région 
transmembranaire et de ce fait n’est exprimé que dans des compartiments intracellulaires, où il peut 
s’associer avec une molécule adaptatrice pour transduire des signaux. Son domaine extracellulaire 
apparaît tronqué par rapport aux autres protéines de la famille NKG2, et son domaine intracellulaire 
contient un motif ITIM-like (Kim et al., 2004). Ses fonctions ne sont pas encore identifiées. 
   1.2.3  L’homodimère NKG2D/NKG2D 
NKG2D est le seul membre de cette famille qui forme un homodimère à la surface cellulaire 
par des ponts disulfures (Figure 14). Il montre peu d’homologie de séquence avec les autres récepteurs 
de la famille NKG2 (Houchins et al., 1991). Le gène codant NKG2D est aussi situé dans le NKC et 
présente très peu de polymorphisme. Chez la souris, le gène NKG2D produit deux transcrits, une 
isoforme longue et une forme courte, qui s’associent chacun à un adaptateur différent (Gilfillan et al., 
2002). Chez l’Homme, un seul transcrit code pour NKG2D, qui ne s’associe qu’à une seule molécule 
adaptatrice (Rosen et al., 2004). L’engagement de NKG2D par ses ligands physiologiques active les 
capacités cytotoxiques des cellules NK et la sécrétion de cytokines (Kubin et al., 2001). 
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la libération des stocks de calcium du réticulum endoplasmique. Le calcium se fixe à la calmoduline et 
active la phosphatase calcineurine. La calcineurine déphosphoryle le facteur de transcription NFAT, 
qui migre au noyau cellulaire et active la transcription des gènes des cytokines. L’autre produit de la 
dégradation de l’IP3, le DAG, permet le recrutement de la protéine kinase C (PKC) et de la 
molécule Ras. La PKC induit la dégradation d’IB et donc l’activation du facteur de transcription 
NF-B et sa translocation au noyau. De son côté, Ras initie la voie de signalisation des MAPK (MAP-
kinases), des sérines thréonines kinases cytosoliques impliquées dans la régulation de gènes essentiels 
à l’activation cellulaire (MacFarlane and Campbell, 2006; Vivier et al., 2004) (Figure 15) 
Dans le même temps, la PI3K phosphoryle le groupe hydroxylinositol du PIP2 pour générer 
du phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP3). Le PIP3 recrute à la membrane des protéines de 
signalisation contenant des domaines pleckstrin homology (PH). Parmi ces protéines de signalisation, 
on retrouve notamment la PLC, Vav, Itk et 3BP2 (MacFarlane and Campbell, 2006). La voie de 
signalisation PI3K active aussi Akt, qui est impliquée dans la régulation de la prolifération et la survie 
cellulaire (Figure 15) (Jiang et al., 2003). L’activation des RhoGTPases par les protéines Vav initie la 
phosphorylation des kinases PAK, MEK et Erk, de la voie des MAPK. Cette voie est essentielle au 
réarrangement du cytosquelette et la mise en place de la fonction cytotoxique. Elle intervient aussi 
dans le contrôle de la prolifération, la régulation transcriptionnelle et la sécrétion de cytokines. 
    1.3.2    La molécule adaptatrice DAP10 
DAP10 possède une séquence YINM dans sa partie intracellulaire. DAP10 s’associe sous 
forme de dimère au récepteur activateur NKG2D uniquement. Le motif YINM est phosphorylé après 
engagement de NKG2D, ce qui permet la création d’un site de liaison pour les domaines SH2 de 
l’adaptateur Grb2 et la sous-unité p85 de la PI3K (Chang and Wang, 1999; Wu, 1999). Ces deux 
protéines sont essentielles aux flux calciques permettent l’activation des cellules NK. Il semble qu’une 
synergie avec la signalisation IL-15 soit nécessaire pour enclencher la cytotoxicité, puisque Jak3 
(Janus Kinase 3) est un candidat à la phosphorylation de DAP10 (Horng et al., 2007). La signalisation 
enclenchée par DAP10 diffère de celles induites par les autres adaptateurs. Sa phosphorylation est 
dépendante des kinases Src, de SLP-76, de la PLC, de Vav-1 et des RhoGTPases, mais pas des 
kinases Syk. L’engagement de NKG2D peut notamment activer les voies Jak2 (Janus Kinase 2) et 
STAT5 (Sutherland et al., 2002). L’engagement de NKG2D peut activer la fonction cytotoxique des 
cellules NK, mais son implication dans la sécrétion de cytokines n’a pas été clairement définie (Wu et 
al., 2000). Cette différence peut s’expliquer par les protéines de la famille Vav activées respectivement 
par DAP10 et DAP12. La signalisation en aval de DAP10 active Vav-1, tandis que DAP12 conduit à 
l’activation de Vav-2 et Vav-3, essentielles à la production d’IFN par les cellules NK, production 
Vav-1 indépendante (Cella et al., 2004) (Figure 16). 
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SAP permet le recrutement de FYNT (la forme hématopoïétique de FYN), une PTK de la 
famille des Src kinases (Latour and Veillette, 2001). Après phosphorylation, les récepteurs de la 
famille CD2 recrutent séquentiellement SHIP-1 (SH2 domain-containing inositol-5 phosphatase-1), 
Shc, Dok1/2, et RasGAP, afin de moduler l’activation des MAPK. SAP est essentielle aux activités 
cytotoxiques et cytokiniques des cellules NK (MacFarlane and Campbell, 2006). Au contraire EAT2, 
qui ne recrute pas FYNT, est phosphorylé dans les cellules NK sur des résidus tyrosine présents dans 
sa partie C-terminale (Roncagalli et al., 2005). La phosphorylation permet la liaison de tyrosines 
phosphatase, de kinases inhibitrices ou d’ubiquitine ligases. EAT peut également bloquer le 
recrutement d’autres protéines contenant des domaines SH2 sur les motifs ITSM (Figure 17). 
Suivant l’adaptateur recruté, un même récepteur SLAM peut transduire des signalisations 
activatrices ou inhibitrices. Des défauts dans l’expression ou la fonction de ces protéines ont été 
associés à des pathologies telles que des syndromes lymphoprolifératifs (Tangye et al., 2000), des 
défauts de polarisation des lymphocytes T vers un profil Th2 (Davidson et al., 2004), une absence de 
commutation isotypique des anticorps dans les centres germinatifs (Morra et al., 2005), ou encore une 
susceptibilité à des maladies auto-immunes (Wandstrat et al., 2004). 
   1.3.4   Les motifs ITIM 
Contrairement aux récepteurs activateurs, les récepteurs inhibiteurs n’ont pas besoin de 
recruter des protéines adaptatrices pour transduire des signaux. Leur région intracytoplasmique plus 
longue que celle des récepteurs activateurs comporte un ou des motifs ITIM (Immunoreceptor 
Tyrosine-based Inhibitory Motifs), qui peuvent être directement phosphorylés. Les ITIM sont définis 
par une séquence (I/L/V/S)xYxx(L/V) (Bruhns et al., 1999). 
L’inhibition de l’activation des cellules NK se fait par le recrutement de protéines tyrosines 
phosphatases SHP-1 et SHP-2 (SH2 domain-containing protein tyrosine phosphatase 1 et 2) ou SHIP-
1 (SH2 domain-containing inositol 5’-phosphatase-1). Ces phosphatases empêchent l’activation des 
cellules NK par déphosphorylation des substrats des protéines kinases recrutées par les récepteurs 
activateurs. Elles peuvent ainsi arrêter les flux calciques, la dégranulation, la production de cytokines 
et la prolifération des cellules NK (Ravetch and Lanier, 2000) (Figure 18).  
Figure 18 : Modèle de signalisation inhibitrice 
dans les cellules NK. La phosphorylation des 
motifs ITIM permet le recrutement de tyrosines 
phosphatases (SHP1) qui vont déphosphoryler 
les substrats des kinases activées par les 
signalisations activatrices (Hoglund and Brodin, 
2010).   
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Les KIR inhibiteurs et les hétérodimères CD94/NKG2 inhibiteurs recrutent préférentiellement 
SHP-1 et SHP-2 (Stebbins et al., 2003), tandis que d’autres récepteurs, comme KLRG1 s’associent 
préférentiellement avec SHIP-1 (Tessmer et al., 2007). Les substrats des phosphatases peuvent différer 
suivant les récepteurs activateurs et inhibiteurs qui sont conjointement engagés. SHIP-1 peut cliver le 
PIP2 et le PIP3, ce qui prive la PLC de substrats, et empêche la PI3K de se fixer à certaines protéines 
possédant des domaines PH (MacFarlane and Campbell, 2006).  
2   Les ligands des récepteurs NK  
Les ligands des NKR sont généralement des protéines de l’hôte. Les molécules du Complexe 
Majeur d’Histocompatibilité de classe I (CMH-I) et des protéines apparentées sont les principaux 
ligands des NKR. Les signaux induits après engagement des récepteurs dépendent de la densité et du 
répertoire de ligands exprimées par une cellule cible et de modifications conformationnelles. Les 
modalités de reconnaissance des ligands dépendent de chaque groupe de récepteurs. 
    2.1    Les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de type I (CMH-I) 
Les molécules du CMH-I (HLA Human Leukocyte Antigen chez l’Homme) sont classées en 
deux groupes. Les molécules HLA-I classiques, ou de classe Ia, sont codées par des gènes hautement 
polymorphiques et sont exprimées par la majorité des cellules nucléées. Ce groupe contient tous les 
allèles identifiés de HLA-A, -B, et -C. Au contraire, les gènes des molécules HLA-I non classiques ou 
de classe Ib, présentent moins de polymorphisme et leur distribution tissulaire est plus restreinte. Les 
molécules de classe Ib sont HLA-E, HLA-F et HLA-G. Les complexes du CMH-I sont des 
hétérodimères composés d’une chaîne lourde  très polymorphique ancrée dans la membrane 
plasmique et d’une chaîne légère non polymorphique 2-microglobuline (2m) (Maenaka et al., 1999).  
Les molécules du HLA-Ia présentent généralement des peptides dérivés de protéines 
endogènes dans un sillon formé par les domaines 1 et 2 de la chaîne lourde. Les molécules de classe 
Ib ont une fonction différente. HLA-E présente des peptides mais son répertoire est restreint, du fait de 
la présence de cinq résidus d’ancrage dans son sillon peptidique, au lieu de deux ou trois pour les 
molécules de classe Ia. Les peptides présentés sont dérivés de la séquence leader des autres molécules 
de classe I (Lee et al., 1998). Ainsi HLA-E indique que la dégradation et la présentation antigénique 
ne sont pas altérées dans la cellule. Lorsque TAP est inhibé, comme dans le cas d’une infection virale, 
le répertoire de peptides est modifié et HLA-E peut présenter des peptides normalement présentés par 
la molécule HLA-A2, ou des dérivés de la Hsp60 (Heat Shock Protein 60) (Lampen et al., 2013; 
Michaelsson et al., 2002). HLA-E est ubiquitaire mais est exprimé à un niveau moindre que les 
molécules HLA classiques. HLA-F est exprimé à la surface des cellules lymphocytaires activées sous 
une forme associée ou non à la 2 microglobuline (Lee et al., 2010). HLA-F ne présente pas de 
peptides et a la particularité de pouvoir s’associer aux autres molécules HLA de classe I sous forme 
libre (Goodridge et al., 2010). L’association non classique de HLA-F avec un conformère ouvert des 

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molécules HLA classiques intervient dans la cross-présentation d’antigènes exogènes aux LT CD8+ 
cytotoxiques (Goodridge et al., 2013b). HLA-G est exprimé à faible niveau dans le thymus et à un 
niveau plus élevé dans l’utérus gestant, où il jouerait un rôle très important dans la tolérisation envers 
les antigènes fœtaux (Rouas-Freiss et al., 1997). Son rôle tolérogène est parfois détourné par des 
cellules tumorales. 
Reconnaissance des molécules HLA par les récepteurs NK : 
Les récepteurs KIR : les KIR-L se lient à plusieurs allèles HLA-A, HLA-B et HLA-C. En revanche, 
les ligands de la plupart des KIR activateurs ne sont pas identifiés. Les KIR3D se lient aux allèles de 
HLA-A et HLA-B, tandis que les KIR2D sont spécifiques des allèles de HLA-C, à l’exception de 
KIR2DL4 qui reconnait HLA-G (Parham, 2005).  
 Les KIR2D sont divisés en deux groupes : ceux qui reconnaissent les allèles HLA-C du 
groupe C1 et ceux qui reconnaissent les allèles HLA-C du groupe C2. Les deux groupes d’allèles 
HLA-C sont définis par un dimorphisme de séquence en position 80 qui change la nature d’un 
aminoacide dans l’hélice 1, lysine ou asparagine, (Mandelboim et al., 1997; Winter and Long, 1997). 
Les KIR2D possèdent un dimorphisme correspondant en position 44 (méthionine ou lysine), qui lie 
l’aminoacide en position 80 de la molécule HLA-C. Les allèles HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5 et -Cw6 
possèdent un résidu lysine en position 80 alors que les allèles HLA-Cw1, -Cw3, -Cw7 possèdent un 
résidu asparagine.  
 Les domaines Ig des KIR2D contactent les hélices 1 et 2 de la molécule HLA par des 
liaisons hydrogènes et le peptide présenté en position P7 et P8, par la séquence linker entre les deux 
domaines Ig (Figure 19). Des études de mutagénèse ont déterminé que l’interaction linker-nonamère 
est essentielle à la stabilité de la liaison KIR/HLA (Fan et al., 2001). Ainsi, la nature du peptide 
présenté peut influer sur la reconnaissance du CMH par les récepteurs NK.  
 Les KIR3D discriminent les haplotypes HLA-A et HLA-B de la même manière que les 
KIR2D. Le dimorphisme isoleucine/thréonine en positon 80 des molécules HLA influence la 
reconnaissance spécifique par des KIR3D (Sharma et al., 2009). Les domaines D1 et D2 reconnaissent 
les hélices 1 et 2 de la même manière que les KIR2D, tandis que le domaine D0 établit un contact 
avec la 2m (Khakoo et al., 2002) (Figure 19). Les KIR3D établissent un contact avec le nonamère en 
position P8, mais avec une grande tolérance d’identité de l’aminoacide présent. 
 La plupart des KIR activateurs, malgré la grande identité de séquence avec leur homologue 
inhibiteur, n’a pas de ligand clairement identifié. Il est supposé que le KIR3DS1, qui n’a que 8 acides 
aminés de différence avec son pendant inhibiteur KIR3DL1, contacte le même ligand, HLA-Bw4. Ces 
associations HLA/KIR sont impliqués dans la résistance au HIV-1 (Martin et al., 2002; Martin et al., 
2007).  
 Les récepteurs KIR3DL2 et KIR2DS4reconnaissent la molécule HLA non classique HLA-F 
sous sa forme libre (Goodridge et al., 2013a). Les interactions entre des molécules HLA-I sous forme 
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transmembranaire de type I homologue aux protéines du CMH-I humaines, mais qui présente 
beaucoup plus de sites de glycosylation. UL18 peut s’associer à la 2m et a la capacité de lier des 
peptides dans une poche mimant les hélices 1 et 2 des molécules HLA (Fahnestock et al., 1995). 
Bien qu’UL18 ne présente que 21% d’homologie de séquence avec les molécules HLA-I, la structure 
cristalline montre un haut degré de conservation de l’organisation des domaines reconnus par LILRB1 
(Yang and Bjorkman, 2008). La liaison LILRB1/UL18 empêche l’activation des cellules NK. 
Les hétérodimères CD94/NKG2 : les hétérodimères CD94/NKG2 exprimés à la surface cellulaire 
reconnaissent tous le même ligand HLA-E, avec des affinités différentes (Kaiser et al., 2005). Comme 
HLA-E présente principalement des peptides dérivés de la séquence leader des autres molécules HLA-
I, sa reconnaissance permet aux cellules NK de vérifier que l’expression des molécules classiques est 
normale. En effet, la diminution de l’expression des molécules HLA est un mécanisme courant 
d’immunoévasion contre les lymphocytes T CD8+ (Sullivan et al., 2008).  
Seul le mode de liaison de CD94/NKG2A à HLA-E a été élucidé par des analyses structurales 
(Petrie et al., 2008). CD94 se lie à l’hélice 1 de HLA-E et établit un contact avec la partie C-
terminale du peptide présenté (Figure 19). La partie C-terminale du peptide est la seule portion qui 
peut varier entre tous les peptides présentés par HLA-E ce qui indique que CD94 peut discriminer 
divers peptides (Vales-Gomez et al., 1999) avec différentes affinités. NKG2A est le récepteur de cette 
famille qui se lie avec la plus forte affinité à l’hélice 2 de HLA-E. Il a été proposé que les différences 
d’affinités soient dues à des ajustements de l’orientation des deux partenaires du complexe. En effet 
les résidus à l’interface des deux protéines sont ceux qui présentent la plus grande diversité (Finton 
and Strong, 2012). NKG2F n’est pas exprimé en surface mais certaines modifications au niveau de sa 
séquence prédisent des modifications potentiellement importantes au niveau de sa structure et donc 
dans le site de liaison d’un éventuel ligand (Plougastel and Trowsdale, 1997). 
   2.2     Les molécules apparentées au CMH-I 
 L’homodimère NKG2D est le plus éloigné des récepteurs NKG2 avec une spécificité de ligand 
différente. NKG2D reconnaît plusieurs protéines génétiquement et structurellement reliées aux 
molécules HLA-I. Chez l’Homme on en compte à l’heure actuelle 8 : les protéines MICA et MICB 
(MHC class I chain-related proteins A and B) (Bauer et al., 1999), et les six ULBP (UL16-binding 
proteins) (Cosman et al., 2001). Aucune de ces protéines n’est associée à la 2m. Elles sont inductibles 
par un stress cellulaire, mais les voies qui permettent leur expression sont différentes. Ainsi, une 
cellule cible n’exprimera pas tous les ligands de NKG2D en réponse à un stress donné. Certains de ces 
ligands peuvent être sécrétés ou circuler à la surface d’exosomes et se fixer sur le récepteur (Clayton et 
al., 2008). Il en résulte une inhibition des cellules NK. 
Les ligands de NKG2D varient au niveau de leur séquence et de leur affinité pour le récepteur. 
MICA et MICB sont codés dans la région du CMH-I, et présentent de 28 à 35% d’homologie de 
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NKG2D, empêchant le récepteur d’interagir avec ses ligands. La fixation de OMCP inhibe l’activation 
des cellules NK via NKG2D (Campbell et al., 2007). 
   2.3   Les ligands des récepteurs de cytotoxicité naturelle 
 Les NCR sont des récepteurs très importants dans l’immunité NK anti-tumorale. De ce fait, de 
nombreuses études se sont penchées sur leurs ligands potentiels, qui peuvent être des molécules de 
stress, ou du Soi modifié. Pourtant la majorité des ligands des NCR connu à ce jour est d’origine 
virale. En effet, en plus de leur intervention dans l’activité anti-tumorale, les NCR sont des récepteurs 
cruciaux dans le contrôle de certains pathogènes (Moretta et al., 2001). Ces ligands incluent 
probablement des protéines surexprimées durant la transformation tumorale ou une infection, ou 
d’autres codés par des pathogènes. Les mécanismes de polyspécificité par lesquels ces récepteurs sont 
capables de lier des ligands multiples et distincts restent encore à déterminer, de même que la nature 
des autres ligands potentiels des NCR.  
Il n’existe pas de ligand endogène connu de NKp46. PCNA (Proliferating Cell Nuclear 
Antigen) et une isoforme de MLL5 (Mixed-Lineage Leukemia-5), exprimés à la surface des cellules 
transformées, ont été décrits comme ligands du récepteur NKp44. Toutefois, la liaison de PCNA ou 
MLL5 à NKp44 induit des fonctions différentes. En effet, tandis que PCNA favoriserait une inhibition 
de la réponse des cellules NK, la liaison de MLL5 à NKp44 active les cellules NK (Baychelier et al., 
2013; Rosental et al., 2011). NKp46 et NKp44 ont des ligands communs, les deux NCR utilisant des 
résidus d’acide sialique de leurs groupements carbohydrates. Il s’agit des hémagglutinines de 
l’Influenza Virus (Mandelboim et al., 2001), du Newcastle Disease Virus (Jarahian et al., 2009) et du 
Sendai Virus (Arnon et al., 2001). Cette capacité est également utilisée comme mécanisme 
d’immunoévasion par le virus de l’Influenza puisqu’il peut relarguer de l’hémagglutinine soluble qui 
va se fixer et conduire à la dégradation de CD3 (Mao et al., 2010). Plus récemment, l’hémagglutinine 
des Poxvirus a été décrite comme un ligand de NKp46 et de NKp30, mais pas de NKp44 (Jarahian et 
al., 2011). 
 NKp30 est le seul NCR à avoir été analysé en cristallographie complexé à un de ses ligands, 
B7-H6 (Brandt et al., 2009; Joyce et al., 2011; Li et al., 2011) B7-H6 est un membre de la famille des 
molécules B7, initialement décrit comme étant exprimé spécifiquement par des cellules transformées. 
B7-H6 peut également être induit dans des situations inflammatoires sur des monocytes au cours d’un 
sepsis. Au cours de la pathologie, il y a également une forme soluble qui est sécrétée. Les cellules NK 
auraient alors un rôle négatif sur l’évolution de la pathologie, en déplétant les monocytes pro-
inflammatoires (Matta et al., 2013). PfEMP-1 (Duffy-binding-like domain 1 of Plasmodium 
falciparum erythrocyte membrane protein-1) ((Mavoungou et al., 2007), l’héparan sulfate 
proteoglycan (Bloushtain et al., 2004), et BAT3 (HLA-B-Associated Transcript 3) (Pogge von 
Strandmann et al., 2007) ont également été décrits comme des ligands de NKp30. Enfin, ce récepteur 

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est aussi la cible de mécanisme d’immunoévasion, puisque pp65, la protéine tégumentaire du HCMV, 
est capable de lier NKp30 et d’inhiber l’activation des cellules NK (Arnon et al., 2005). 
3   Balance des signaux/co-activation 
L’activation des cellules NK est le résultat de l’intégration des divers signaux activateurs et 
inhibiteurs que la cellule reçoit en permanence. Chaque cellule NK exprime de façon clonale un 
répertoire de récepteurs activateurs et inhibiteurs qui lui est propre et qui lui confère une certaine 
spécificité. La spécificité de ces cellules dépend aussi de la combinaison de récepteurs activateurs 
engagés, chacun pouvant transduire des signalisations différentes. Les récepteurs inhibiteurs bloquent 
les signalisations activatrices. On considère généralement que les signaux inhibiteurs sont dominants 
(Yokoyama and Kim, 2006). L’activation des cellules NK n’est pas déterminée simplement par 
l’addition de voies de signalisation activées en parallèle. La combinaison des signaux peut en effet 
aboutir à plusieurs résultats : la synergie des signaux, des signaux indépendants qui n’augmentent pas 
l’état d’activation, ou bien s’additionner. Les cellules NK s’activent en plusieurs étapes, chacune 
pouvant impliquer l’engagement d’un ou plusieurs récepteurs (Barber and Long, 2003).  


C Les fonctions des cellules Natural Killer 
 Les cellules NK ont deux grandes fonctions : la cytotoxicité naturelle contre des cellules 
infectées ou transformées, et la sécrétion de facteurs solubles, cytokines et chimiokines, après 
stimulation. Le déclenchement de ces fonctions passe par l’activation des cellules NK, contrôlée par le 
large répertoire de récepteurs qu’elles expriment. L’engagement de la bonne combinaison de 
récepteurs permet la formation d’une structure particulière : la synapse immunologique. 

 1   Reconnaissance de la cible : la synapse immunologique 
 La reconnaissance des cellules cibles par les cellules NK passe par la formation d’une 
structure dynamique, une synapse immunologique. La formation de la synapse immunologique 
s’effectue en plusieurs étapes : une étape d’initiation où la cellule NK établit un contact avec la cellule 
cible, une étape effectrice où les granules sont transportés et délivrés à la zone de contact, et enfin une 
étape où la cellule NK rompt le contact avec la cellule cible (Orange, 2008). 
Durant la phase d’initiation, la cellule NK établit un contact avec la cellule cible potentielle, 
via un récepteur activateur de haute affinité. Ce premier contact permet d’entamer la formation d’une 
synapse, la cellule NK « s’accroche » à la cible par la liaison de molécules d’adhésion de la famille 
des intégrines, comme LFA-1. Les intégrines clustérisent rapidement à la zone de contact, pour 
permettre une forte adhésion à la cible, puis augmenter la force des signaux activateurs transduits 
(Inoue et al., 2002; Orange et al., 2003; Vyas et al., 2001). A cette étape, les récepteurs activateurs 
engagés transmettent des signaux très puissants. Les cellules NK établissent d’abord un contact avec 
une cible via des molécules d’adhésion comme LFA-1 (Leukocyte Function-associated Antigen-1) qui 
se lie à ICAM-1 ou ICAM-2 (Intercellular Adhesion Molecule 1 et 2). Cette étape d’adhésion cruciale 
est suivie d’une cascade de signaux positifs nécessaires au déclenchement de l’activité des cellules NK 
(Bryceson et al., 2005; Matsumoto et al., 1998). Certains récepteurs agissent en synergie pour la 
dégranulation des lysosomes contenant les molécules cytotoxiques. Par exemple, l’engagement de 
NKG2D ou 2B4 seuls n’est pas suffisant, mais l’engagement concomitant des deux récepteurs aboutit 
au relargage des granules lytiques (Bryceson et al., 2006). Les récepteurs activateurs peuvent 
transduire des signaux indépendant dans les cellules NK afin d’activer les fonctions cytotoxiques et/ou 
la sécrétion de cytokines. Ces étapes impliquent le co-engagement d’au moins deux couples 
récepteurs/ligands. Aucun récepteur activateur ne semble capable d’induire toutes les étapes seul. 
 En l’absence de signaux inhibiteurs, la synapse NK commence à s’organiser. La première 
étape est la formation d’un réseau de F-actine, qui s’accumule à la zone de contact entre les deux 
cellules. Les récepteurs activateurs engagés clustérisent rapidement au centre de l’anneau formé par le 
cytosquelette d’actine pour amplifier le signal. Cette étape est responsable de la formation du 
complexe supramoléculaire de signalisation appelé SMAC (Andzelm et al., 2007; Roda-Navarro et al., 
2004). La cellule NK réorganise son réseau de microtubules, oriente ensuite le centre organisateur des
	
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microtubules vers la zone de contact, puis les granules lytiques ou les lysosomes contenant des 
cytokines sont acheminés par le réseau de microtubules pour se polariser à leur tour (Chen et al., 2006; 
Graham et al., 2006; Wulfing et al., 2003). Les granules lytiques se déplacent le long du réseau de 
microtubule grâce au moteur moléculaire, la CIP4 (CDC42-interacting protein 4). CIP4 interagit avec 
la tubuline, CDC42 (Cell Division Cycle) et WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) (Banerjee et 
al., 2007). Une fois les granules polarisés à la membrane, le réseau d’actine F se désassemble à 
certains endroits pour permettre la fusion des membranes plasmiques et lysosomales grâce aux 
protéines RAB27A et UNC13D (aussi appelée MUNC13-4) (Menager et al., 2007). Les granules 
lytiques ou les lysosomes contenant les cytokines libèrent alors leur contenu dans le milieu 
extracellulaire. La dégranulation des cellules NK est observée par l’apparition en surface de la protéine 
lysosomale CD107a. L’exposition de CD107a à la surface prévient d’une action néfaste des molécules 
lytiques contre la cellule NK sécrétrice (Cohnen et al., 2013). Lorsque les molécules effectrices sont 
libérées, la cellule NK se détache de sa cible et recycle alors son potentiel cytolytique en produisant de 
nouveaux granules lytiques (Figure 21).  
Ces différentes étapes décrivent la formation d’une synapse immunologique activatrice qui 
constitue une étape essentielle pour les fonctions cytolytique et cytokinique de la cellule NK. Il existe 
un autre type de synapse immunologique, la synapse inhibitrice. Suite à la reconnaissance d’une 
cellule cible potentielle, les récepteurs inhibiteurs sont majoritairement engagés et les récepteurs 
activateurs sont exclus des rafts lipidiques. Les protéines des voies de signalisations activatrices sont 
déphosphorylées par les phosphatases. La cellule NK se détache de sa cible sans libérer ses granules 
(Faure et al., 2003; Vyas et al., 2004). 
2   Fonction cytotoxique des cellules Natural Killer 
    2.1   Granules lytiques 
 Les granules lytiques sont des lysosomes sécrétoires, des compartiments intracellulaires 
particuliers qui stockent les molécules lytiques des cellules cytotoxiques (Blott and Griffiths, 2002). 
Ce sont des lysosomes qui contiennent un grand nombre d’enzymes spécifiques des lysosomes 
classiques, et d’autres spécifiques de ce compartiment cellulaire. Parmi les protéines spécifiques des 
granules lytiques, on retrouve la perforine, les granzymes, la granulysine, les ligands des récepteurs à 
domaine de mort, et des peptides antimicrobiens (Krzewski and Coligan, 2012). Toutes ces molécules 
participent à la fonction cytotoxique des cellules NK. L’exocytose des granules est le mécanisme 
lytique majeur des lymphocytes cytotoxiques. 

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La perforine est constitutivement exprimée par les cellules NK et stockée dans les granules 
lytiques (Salcedo et al., 1993). La protéine est synthétisée sous forme de précurseur de 65 kDa dans le 
RE. La partie N terminale de la protéine contient le peptide signal et le domaine MAPCF (Membrane 
Attack Complex/Perforin) qui est responsable de l’activité lytique. La partie C terminale contient un 
domaine EGF-like et un domaine C2 qui est capable de se lier à la membrane d’une façon calcium-
dépendante (Voskoboinik et al., 2005). La perforine est transportée dans les granules lytiques par un 
mécanisme faisant intervenir le complexe AP-1 (Adaptor Protein 1) et CD107a à la surface des 
vésicules de transport qui sortent du Golgi (Krzewski et al., 2013). Une fois dans les granules, la 
perforine est clivée par la cathepsine L qui enlève 20 acides aminés de la partie C terminale (Konjar et 
al., 2010). L’activité lytique de la perforine est inhibée par l’environnement particulier des granules, 
comme l’acidité du milieu, la présence de calreticuline, ou encore l’interaction perforine/serglycine 
(Fraser et al., 2000; Metkar et al., 2002). Après mobilisation du calcium intracellulaire, les monomères 
de perforine vont s’assembler dans un pore qui va permettre le passage des autres molécules lytiques. 
Le mode d’action de la perforine se fait en deux étapes et a été récemment défini. La 
formation de pores temporaires dans la membrane de la cellule cible, permet le passage des granzymes 
qui sont dans le milieu extracellulaire vers le cytosol de la cellule cible. Les dommages à la membrane 
cellulaire sont rapidement réparés (de l’ordre de 80 secondes), entraînant la formation de 
gigantosomes, dans lesquelles la perforine et les granzymes sont endocytés. La perforine forme à 
nouveau des pores dans les parois de l’endosome, permettant le relargage des granzymes endocytés 







Figure 22 : Reconstruction par microscopie électronique de pores formés par la 
perforine à la surface cellulaire. (Law et al., 2010) 
Les Granzymes (Granule Enzymes): les granzymes appartiennent à une famille de sérines 
protéases exprimées principalement par les lymphocytes cytotoxiques. Les cellules NK expriment 
constitutivement les granzymes. Il en existe cinq chez l’Homme, les granzymes A, B, H, K et M. Les 
gènes qui codent les granzymes sont organisés en trois clusters, montrant environ 60% d’homologie de 
séquence entre eux (Grossman et al., 2003). Les granzymes sont synthétisés en tant que pro-enzymes. 

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La voie du MPR (mannose-6-phosphate receptor) les emportent ensuite dans les granules lytiques, où 
les pro-enzymes seront clivées par les Cathepsines C et H pour donner la forme active (D'Angelo et 
al., 2010; Griffiths and Isaaz, 1993; Meade et al., 2006). Sous forme active, les granzymes sont 
stockées en complexe avec la serglycine dans les granules en attente de sécrétion (Metkar et al., 2002). 
Les granzymes diffèrent les uns des autres par la spécificité de leurs substrats, même s’ils induisent
tous la lyse de la cellule cible par des mécanismes communs.  
Granzyme A (GrA) : le granzyme A induit la lyse des cellules cibles de façon perforine-
dépendante (Nakajima et al., 1995). Le GrA exerce une activité tryptase. Il ne cible pas les caspases 
pour induire la mort cellulaire, mais ses mécanismes d’action montrent des similarités avec ces 
dernières. Une fois dans la cellule cible, le GrA va induire la condensation de la chromatine, la 
fragmentation du noyau cellulaire, des dommages simple brin à l’ADN et la perte du potentiel 
transmembranaire des mitochondries (Beresford et al., 1999; Zhang et al., 2001). Le GrA favorise 
également la création d’un environnement extracellulaire pro-inflammatoire en clivant le pro-peptide 
de l’IL-1 (Irmler et al., 1995). Le GrA active les macrophages et induit la sécrétion des cytokines, 
empêche l’agrégation des plaquettes et la coagulation par activation du plasminogène (Sower et al., 
1996; Suidan et al., 1996).  
Figure 23 : Voies activées par le granzyme A lorsqu’il est relargué dans le 
cytoplasme de la cellule cible. Le GrA induit l’apoptose des cellules cibles en 
provoquant des dommages à la mitochondrie par le clivage de Ndufs3 et la 
déstructuration du noyau par clivage du complexe SET (Susanto et al., 2012). 


Le GrA induit la perte de potentiel transmembranaire de la mitochondrie en clivant la protéine 
Ndufs3 (NADH dehydrogenase (ubiquinone) iron-sulfur protein 3). Le dysfonctionnement des 
mitochondries aboutit à l’augmentation de la production de réactifs oxygénés ROS (Martinvalet et al., 
2008; Martinvalet et al., 2005). Les ROS vont induire la translocation au noyau du complexe SET, 
chargé de maintenir l’intégrité de l’ADN dans le noyau cellulaire. Le complexe SET, un complexe 
protéique associé au RE, est composé de deux facteurs suppresseurs de tumeurs (pp32 et NM23-H1) et 
de trois substrats du GrA : SET, une protéine d’assemblage des nucléosomes, HMG2 (DNA-binding 
protein high mobility group protein 2) et APE1 (rate-limiting base-excision repair enzyme 
apurinic/apyrimidic endonuclease 1) (Beresford et al., 2001; Fan et al., 2003a; Fan et al., 2002; Fan et 
al., 2003b). En clivant ces trois protéines, le GrA empêche la réparation des dommages à l’ADN induit 
par NM23-H1, pp32 et d’autres nucléases. L’histone H1, les lamines A, B, C et les composantes 
principales de la membrane nucléaire sont aussi clivées par le GrA (Zhang et al., 2001) (Figure 23).  
Granzyme B (GrB) : le GrB pénètre dans le cytosol de la cellule cible par un mécanisme 
perforine dépendant. Le GrB active deux mécanismes d’apoptose, faisant intervenir des voies 
distinctes : une voie caspases dépendante, et une voie caspases indépendante. Les deux voies peuvent 
se croiser, le GrB ayant des substrats identiques à ceux des caspases qu’il active (Trapani, 1998). Le 
GrB clive les pro-caspases 3, 7, 8 et 10 en caspases actives, qui vont ensuite enclencher la 
fragmentation de l’ADN, la dégradation du cytosquelette cellulaire et les dommages aux 
mitochondries (Darmon et al., 1995). L’apoptose induite par le GrB dépendante des caspases est 
prédominante chez la souris. Chez l’Homme, le GrB privilégie d’autres substrats, et l’apoptose passe 
principalement par la voie mitochondriale. Une des cibles les plus importantes du GrB est le facteur 
BID (BH3-interacting domain death agonist). Une fois activé, BID va se fixer à ses récepteurs 
mitochondriaux Bax et Bak, et détruit l’intégrité de la membrane mitochondriale (Kuwana et al., 
2002). Les mitochondries endommagées vont relarguer des facteurs pro-apoptotiques, le cytochrome 
c, ENDOG (endonuclease G), et HtrA2, qui bloque des inhibiteurs d’apoptose (Sutton et al., 2000). La 
libération du cytochrome c va permettre la formation de l’apoptosome et l’activation des caspases 9 et 
3. Le GrB peut aussi induire la dépolarisation de la membrane mitochondriale indépendamment de 
BID et des caspases, ce qui de la même façon augmente la production des ROS (Thomas et al., 2001). 
(Figure 24). Le GrB peut cliver d’autres substrats cellulaires, comme ICAD (Inhibitor of Caspase-
Activated DNAse), qui permet l’activation de la DNAse CAD (Sharif-Askari et al., 2001) ou encore 
des enzymes de réparation de l’ADN, comme PARP (Poly-ADP-ribose Polymerase) ou DNA-PKcs 
(DNA-dependent Protein Kinase). Le clivage de ces trois protéines permet le fractionnement de 
l’ADN nucléaire. Comme le GrA, le GrB cible des composants de la membrane nucléaire, comme la 
lamine B. Enfin le GzB peut perturber la polymérisation des microtubules et provoquer la 












Figure 24 : Voies d’apoptose enclenchées par le granzyme B. Le GrB clive la 
protéine Bid qui induit la perte de potentiel transmembranaire de la mitochondrie. 
Le GrB clive également les caspases et d’autres substrats qui induisent la 
fragmentation de l’ADN (Susanto et al., 2012).

Granzyme H (GrH) : comme les autres granzymes, le GrH pénètre dans le cytosol de la cellule 
cible par un mécanisme perforine dépendant (Fellows et al., 2007). Le GrH est le seul granzyme à 
exercer une activité chymase. Le GrH induit les mêmes phénomènes que le GrA et le GrB, à savoir la 
dépolarisation de la membrane des mitochondries, la production de ROS, la dégradation de l’ADN et 
la condensation de la chromatine, mais il ne passe pas par le clivage de caspases ou de BID (Hou et al., 
2008). Les substrats cellulaires du GrH restent encore à élucider, mais des substrats viraux ont été 
identifiés. Ainsi, le GrH peut cliver la protéine ADP (Adenovirus DNA-binding Protein), pour 
empêcher sa réplication, ou encore la protéine d’assemblage 100K des Adénovirus, un inhibiteur viral 
du GrB (Andrade et al., 2007).  

Granzyme K (GrK) : le GrK est proche du GrA, de par sa localisation chromosomique et son 
activité tryptase (Carter et al., 1996). Le GrK induit l’apoptose de la cellule cible de façon caspase 
indépendante. Comme le GrA, le GrK clive les protéines du complexe SET, permettant l’activation de 
la DNAse NM23-H1 pour induire les dommages à l’ADN (Zhao et al., 2007b). De façon similaire au 
GrB, le GrK clive le facteur BID pour induire le relargage de cytochrome c par les mitochondries 
(Zhao et al., 2007a). Enfin, le GrK peut cliver p53 en trois produits différents qui amplifient les 
actions pro-apoptotiques de p53 (Hua et al., 2009).

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Granzyme M (GrM) : le GrM est une met-ase et son mode d’induction de l’apoptose par GrM 
est unique par rapport aux autres granzymes. Le GrM induit la formation de vacuoles cytoplasmiques, 
la condensation de la chromatine avec un faible fractionnement du noyau et enfin la lyse de la cellule 
(Kelly et al., 2004). Le phénotype d’apoptose induit par le GrM  ressemble à ce qui est observé dans 
des cas de nécrose ou de lyse induite par autophagie. Ces mécanismes sont caspase indépendants. 
Plusieurs substrats macromoléculaires ont été identifiés, comme la tubuline  et l’ezrine, des 
composants du cytosquelette, NPM (Nucleolar Phosphoprotein Nucleophosmin) et PAK-2 (p21-
activated kinase 2) (Bovenschen et al., 2008; Cullen et al., 2009). Certains de ces substrats sont 
similaires à ceux du GrB, comme ICAD et PARP et la caspase 3, ou encore HSP75, mais les clivages 
s’effectuent à des sites différents dus aux différences d’activités catalytiques (Hua et al., 2007; Lu et 
al., 2006).  
La Granulysine : la granulysine est une protéine pro-inflammatoire spécifiquement humaine 
(Krensky and Clayberger, 2005). C’est une protéine cationique de la famille des saponines (Pena et al., 
1997; Pena and Krensky, 1997). Deux isoformes de la granulysine sont exprimées, une de 15 kDa et 
une autre de 9 kDa, qui diffèrent par leur fonction et leur localisation cellulaire. La protéine de 9 kDa 
est issue du clivage de la forme de 15 kDa, se localise dans les granules perforine et granzymes 
positifs est la seule isoforme à montrer une activité cytotoxique (Hanson et al., 1999). LA forme de 15 
kDa est en revanche constitutivement sécrétée par les cellules NK. Toutefois les cellules NK et les 
lymphocytes T CD8+ expriment des niveaux équivalents des deux isoformes. La granulysine est 
dépendante de la perforine pour tuer des pathogènes intracellulaires, et la protéine recombinante 
montre une activité bactéricide (Stenger et al., 1998). Le mode de pénétration de la granulysine n’est 
pas encore clairement défini, mais il a été démontré que son passage à travers la membrane cause une 
élévation du niveau de calcium cytosolique et une diminution concomitante du potassium (Kaspar et 
al., 2001). Ces deux phénomènes conduisent à des dommages mitochondriaux, avec un relargage du 
cytochrome c et une activation de la voie des caspases et d’endonucléases (Okada et al., 2003). La 
granulysine peut aussi induire la lyse des cellules cibles en activant les sphingomyélinases associées à 
la membrane pour générer des céramides, conduisant à la mort par un mécanisme qui n’est pas encore 
bien connu (Gamen et al., 1998). En plus des activités cytotoxiques, la granulysine montre aussi des 
effets chimioattractants (Deng et al., 2005). 
 
   2.2   Ligands des récepteurs à domaine de mort 
Les ligands des récepteurs à domaine de mort sont au nombre de trois, FasL (Fas Ligand), 
TRAIL (TNF-related Apoptosis-Inducing Ligand) et TNFR1. FasL et TRAIL sont des molécules pro-
apoptotiques localisées à l’état basal dans les granules lytiques des cellules NK (Ghosh et al., 2010), 
tandis que le TNF est une cytokine pro-inflammatoire sécrétées par les cellules NK après activation. 
Les signalisations induites par l’engagement de leur récepteur respectif, exprimés par les cellules 
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cibles passent par l’activation des caspases. FasL, TRAIL et TNF sont utilisés par les cellules NK 
matures, alors que les cellules NK immatures qui ne peuvent pas dégranuler, utilisent uniquement 
TRAIL (Zamai et al., 1998). La co-expression des deux molécules est ainsi un signe de la 
différenciation des cellules NK et d’une capacité cytotoxique totalement acquise. 
 
Figure 25 : Schéma des voies de signalisation enclenchées après liaison Fas/FasL. 
L’engagement du récepteur induit le recrutement de FADD et de la caspase 8 
(complexe DISC). L’activation des caspases provoque des dommages à la 
mitochondrie et au noyau cellulaire (Pope, 2002) 
FasL : FasL (CD95L) est le ligand du récepteur Fas (CD95) exprimé par la cellule cible. 
Comme FasL est stocké à l’intérieur des granules, seules les cellules NK activées l’expriment à leur 
surface. Après liaison Fas/FasL, les récepteurs Fas se multimérisent dans les rafts lipidiques, ce qui 
permet une modification du domaine intracellulaire (Scott et al., 2009). Cette modification permet le 
recrutement de FADD (DD-containing adaptor molecule Fas-associated death domain), et la pro-
caspase 8, formant le complexe de signalisation DISC (Death-Inducing Signaling Complex) (Kischkel 
et al., 1995). Dans le DISC, la pro-caspase 8 s’auto-clive. Deux voies sont alors possibles dans les 

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cellules cibles. Soit la caspase 8 active les caspases 3, 6 et 7, permettant le clivage de leurs substrats 
respectifs et la mort de la cellule. Soit l’activation de la caspase 8 est réduite et la voie mitochondriale 
est privilégiée. Les dommages à la mitochondrie permettent le relargage du cytochrome c, l’activation 
de la caspase 9 et les voies qu’elle enclenche (Lee et al., 2007). L’apoptose dirigée par l’engagement 
de Fas peut être inhibée par l’expression du facteur anti-apoptotique XIAP (X chromosome-linked 
Inhibitor of Apoptosis Protein) (Jost et al., 2009). 
FasL peut être clivé par des métalloprotéases et être sous forme soluble dans la circulation. Sous 
forme soluble, il peut se lier à son récepteur et induire une signalisation qui va conduire à la lyse de la 
cellule cible. Ce signal est toutefois plus faible qu’avec la forme membranaire (Weinlich et al., 2010). 
TRAIL : TRAIL a une structure homotrimérique. Il possède deux récepteurs, nommés DR4 et 
DR5, qui transduisent les mêmes signalisations (LeBlanc and Ashkenazi, 2003). Après reconnaissance 
du ligand, le récepteur s’autotrimérise et modifie la conformation de son domaine intracellulaire, qui 
permet le recrutement de FADD et des pro-caspases 8 et 10 (Kischkel et al., 2000). Les pro-caspases 
vont s’autoactiver et enclencher la voie des caspases effectrices. La voie mitochondriale est aussi 
activée via le clivage de BID (MacFarlane et al., 2000). L’apoptose induite par la voie TRAIL peut 
être régulée de différentes façons. Il existe des récepteurs leurres, appelés DcR1 et DcR2 (Decoy 
Receptors) qui peuvent lier TRAIL. Ces récepteurs leurres n’ont pas de partie intracellulaire, et ne 
peuvent donc transduire de signalisation (Pan et al., 1997; Sheridan et al., 1997). c-FLIP (cellular 
FLICE-inhibitory protein) est un inhibiteur de la signalisation de TRAIL qui empêche la signalisation 
des domaines de mort en occupant le site de liaison de FADD sur la caspase 8 (Irmler et al., 1997). La 
famille des IAP (Inhibitor of Apoptosis Proteins) inhibe l’activation des caspases 3, 7 et 9 induite 
après engagement du récepteur (Deveraux et al., 1997). Enfin, TRAIL possède un cinquième 
récepteur, qui est l’ostéoprotegerine (OPG), une protéine sécrétée, qui se lie avec une faible affinité au 
ligand. 
TNFR1 : TNFR1 est le récepteur du TNF-, une des cytokines majeures sécrétées par les 
cellules NK. Ce récepteur a deux fonctions. Il peut tout d’abord permettre d’enclencher des réponses 
pro-inflammatoires, après recrutement de TNFR1 dans les rafts lipidiques. Cette signalisation passe 
notamment par l’activation de NF-B et des Janus Kinases, et permet l’activation cellulaire, 
notamment pour les cellules immunitaires (Legler et al., 2003). Au contraire, la signalisation pro-
apoptotique induite après engagement du récepteur par son ligand nécessite l’étape cruciale 
d’internalisation du récepteur, qui permet la formation des complexes de signalisation et notamment 
du DISC (Schneider-Brachert et al., 2004). Ces deux signalisations ne sont pas incompatibles, puisque 
l’internalisation du récepteur nécessite tout d’abord le recrutement de TNFR1 dans les rafts lipidiques. 
Il s’agirait d’une signalisation séquentielle, qui pourrait dépendre de la quantité de ligand présente 
dans le microenvironnement. Après internalisation de TNFR1, il y a recrutement de TRADD, FADD 
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et de la pro-caspase 8. Cette cascade de signalisation aboutit à l’activation de la caspase 7 et des 
ASMases. Les céramides produits par les ASMases activent la cathepsine D, qui clive BID et permet 
donc de déclencher les voies de dommages mitochondriaux qui amplifient les signaux pro-
apoptotiques. 

 2.3   Peptides antimicrobiens 
 Les granules lytiques des cellules NK contiennent aussi des petits peptides antimicrobiens, qui 
une fois relargués vont avoir des effets directs sur les pathogènes mais vont également participer à 
l’activation des cellules NK et des autres populations immunitaires présentes localement. Ces petits 
peptides sont nommés LL-37 (cathélicidine) et les défensines 1, 2 et 3. 
  
LL-37 : les cathélicidines sont une famille de protéines capables d’inhiber la cathepsine L. 
LL-37 est traduit en tant que précurseur de 18 kDa. Après clivage, les 27 aminoacides de la partie C-
terminale vont former le peptide LL-37 actif (Duplantier and van Hoek, 2013). LL-37 montre un large 
spectre d’actions contre les bactéries Gram positives et négatives. Il peut notamment limiter leur 
croissance, en bloquant la synthèse de la paroi bactérienne, augmentant la porosité de ces parois et 
donc la mort des bactéries. LL-37 agit aussi en tant qu’agent anti-biofilm (Overhage et al., 2008). 
Enfin, en plus de ses activités antibactériennes, LL-37 peut moduler l’activation des cellules 
immunitaires. Il a un effet chimioattractant sur plusieurs types cellulaires, notamment les neutrophiles, 
les monocytes et les lymphocytes T (De et al., 2000). 
  
Défensines : plus de 70 défensines ont été identifiées chez l’Homme, réparties en trois 
familles, ,  et  (Jarczak et al., 2013). Les défensines exprimées par les cellules NK sont des -
défensines. Les défensines ont des effets antibactériens, antifongiques et antiviraux. Ainsi, l’-
défensine 1 peut inhiber la réplication et la synthèse protéique virale (Daher et al., 1986; Ogata et al., 
1992; Salvatore et al., 2007). Comme le peptide LL-37, les défensines ont également un effet 
chimioattractant sur les monocytes. 
       3   Fonction cytokinique des cellules Natural Killer 
 Les cellules NK ont la capacité de s’activer rapidement et de sécréter de grandes quantités de 
médiateurs pro-inflammatoires. Les deux populations majoritaires de cellules NK sont réparties 
différemment entre le sang circulant, les organes lymphoïdes et les autres tissus. Chez l’Homme, la 
population CD56bright CD16- constituent la majorité de la population totale de cellules NK (Ferlazzo 
and Munz, 2004). Dans les nœuds lymphatiques, elles se situent principalement dans les régions 
périfolliculaires, proches des DC résidentes (Ferlazzo et al., 2004). Les cellules NK résidentes des 
organes lymphoïdes expriment des niveaux très faibles de perforine, et sont généralement considérées 
comme non cytotoxiques. Ces cellules exercent des fonctions immunomodulatrices, participant à 
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l’activation de l’immunité innée et adaptative. Les cellules NK sécrètent également des chimiokines, 
qui vont recruter des cellules immunitaires sur les sites inflammatoires. 
    3.1   Les cytokines 
 Les cytokines sont des glycoprotéines sécrétées par exocytose de vésicules de sécrétion après 
fusion de la membrane de lysosomes et la membrane plasmique. Elles se fixent sur des récepteurs 
membranaires spécifiques, et suivant les combinaisons de cytokines sécrétées, les réponses immunes 
seront différentes. L’effet des cytokines peut être paracrine sur des cellules proches, endocrine sur des 
cellules distantes, juxtacrine sur des cellules en contact ou autocrine sur la cellule productrice. Les 
cytokines sont impliquées dans la régulation des principales fonctions cellulaires telles que la 
transcription génique, la synthèse protéique, la prolifération, la différenciation ou encore la mort 
cellulaire. Les cytokines sécrétées dépendent du contexte d’activation (Zingoni et al., 2005). 
Les cellules NK permettent notamment la maturation des cellules dendritiques via la sécrétion 
d’IFN- et de TNF- et par contact cellulaire direct. Les cellules NK reconnaissent directement les 
cellules infectées ou transformées par leur large panel de récepteurs, en faisant des cellules accessoires 
essentielles dans l’initiation de la réponse immune par les DC (Gerosa et al., 2002; Mocikat et al., 
2003). Après contact avec les cellules NK, les DC matures vont augmenter l’expression de CD86 et 
sécréter de l’IL-12, permettant aux DC d’activer et de polariser les lymphocytes T dans les nœuds 
lymphatiques (Piccioli et al., 2002). Cette interaction cellules NK-DC permet l’activation d’une 
réponse T CD8+ sans l’aide des LT CD4+ (Adam et al., 2005). En retour, les DC peuvent également 
activer les cellules NK par la trans-présentation d’IL-15 membranaire (Lucas et al., 2007). 
 Les cellules NK participent directement à la polarisation des lymphocytes T CD4+. Après 
activation elles sont recrutées dans les nœuds lymphatiques où elles vont sécréter de grandes quantités 
d’IFN- à proximité des DC et de LT CD4+ spécifiques de l’antigène (Bajenoff et al., 2006). Cet IFN- 
 est suffisant pour polariser les LT CD4+ sans besoin de cytokines dérivées des DC (Martin-Fontecha 
et al., 2004). Cette capacité est très importante, puisque la réponse Th1 est la plus appropriée dans les 
réponses antitumorales et antivirales. L’IFN- active également les monocytes et les macrophages 
(Hayakawa et al., 2002). Enfin, certaines études suggèrent que les cellules NK sont aussi capables de 
sécréter du GM-CSF (Granulocyte Macrophages Colony Stimulating Factor), et des interleukines 
activatrices de l’immunité innée et adaptative (Campbell and Hasegawa, 2013), telles que l’IL-3, l’IL-
5, l’IL-6, l’IL-13, l’IL-15 et l’IL-17 (Passos et al., 2010). 
    3.2    Les chimiokines 
        En plus des cytokines, les cellules NK sécrètent des chimiokines (Janeway, 2001; Walzer et 
al., 2005). Les chimiokines sont des molécules de faible poids moléculaire qui, après liaison à leurs 
récepteurs, permettent l’attraction des cellules inflammatoires pour combattre l’infection. Les cellules 




basophiles, des éosinophiles par la sécrétion de GM-CSF, d’IL-8 (CXCL8), de MIP-1 (CCL3), de 
MIP-1 (CCL4) et de RANTES (CCL5). Ces chimiokines participent au recrutement des lymphocytes 
T et d’autres cellules NK, notamment la lymphotactine (XCL1). En permettant le recrutement et 
l’activation in situ des cellules innées et en participant à la polarisation de l’immunité adaptative, les 
cellules NK ont un rôle central dans les réponses immunitaires (Campbell and Hasegawa, 2013). 
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II   Les cellules NK dans la réponse immunitaire 
       A Réponse anti-virale 
 Les cellules NK jouent un rôle clé dans le contrôle des infectons virales. Les modèles animaux 
ont permis d’établir leur importance non seulement dans la lyse des cellules infectées, mais également 
dans la mise en place des réponses adaptatives T et B. 
1   Immunité NK anti-Herpesvirus :  
Les virus de la famille des herpes ont co-évolué avec leurs hôtes pendant des millions 
d’années. Le rôle majeur des cellules NK dans le contrôle des Herpesvirus est apparu très tôt, puisque 
les rares cas de patients immunodéficients en cellules NK se sont révélés très sensibles aux infections 
par ces virus (Biron et al., 1989; Orange, 2002). L’importance des cellules NK dans la réponse 
immunitaire anti-herpes peut être également appréciée par le nombre de gènes viraux dévolu aux 
mécanismes d’immunoévasion contre les cellules NK. Nous discuterons ici quelques uns des 
mécanismes mis en place par ces virus pour échapper à la surveillance des cellules NK. 
    1.1   Immunité NK anti-Cytomégalovirus humain (HCMV):  
L’infection par le HCMV est généralement asymptomatique, mais le virus est responsable de 
pathologies sévères chez les cohortes d’immunodéprimés. C’est un virus qui peut établir une infection 
persistante et les cellules immunitaires sont probablement impliquées dans le contrôle de la latence 
virale.  
 Le rôle des cellules NK dans la réponse anti-CMV a été très étudié chez la souris. Les 
différences entre cellules NK murines et humaines ne permettent pas de transposer toutes les 
observations d’une espèce à l’autre. Ainsi, le MCMV code des protéines qui se fixent aux récepteurs 
Ly49, récepteurs absents chez l’Homme (Arase et al., 2002). Chez l’Homme, l’infection par le HCMV 
a un impact sur le répertoire de récepteurs des cellules NK. En réponse au HCMV, une population de 
cellules NK NKG2C+ prolifère de façon importante, pouvant représenter jusqu’à 25% de la population 
totale de cellules NK chez l’individu infecté (Guma et al., 2004; Guma et al., 2006). De plus, la 
population NKG2C+ prolifère très rapidement dans les cas de réactivation du HCMV, chez des 
patients immunodéprimés suite à une greffe. La prolifération est associée à une forte capacité de 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Foley et al., 2012b). Cette population est caractérisée par 
un phénotype associé aux dernières étapes de maturation des cellules NK avec l’expression du 
marqueur de maturation CD57 et la diminution de l’expression de NKG2A et de KIR3DL1 (Lopez-
Verges et al., 2011), et une augmentation de certains KIR activateurs, comme KIR2DS4, KIR2DS2 et 
KIR3DS1 (Beziat et al., 2012). Bien que NKG2A et NKG2C reconnaissent le même ligand HLA-E, 
on ne sait pas si ces modifications sont liées. En revanche, le niveau d’expression de NKp30 et de 
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NKp46 est diminué (Guma et al., 2004). Le génotype des KIR est associé au contrôle de la 
réactivation du HCMV (Cook et al., 2006; Stern et al., 2008). Toutes ces études indiquent que 
l’infection par le HCMV modifie le répertoire global de récepteurs des cellules NK, probablement en 
favorisant l’expansion de certains clones. Les implications de ces modifications sur la persistance 
virale ou les bienfaits pour l’hôte restent encore à déterminer. Certaines études suggèrent que la 
population NKG2C+ CD57+ représenterait un pool de cellules NK « mémoires » spécifiques du 
HCMV (Lopez-Verges et al., 2011). 
De façon intéressante, la réponse des cellules NK au HCMV semble être spécifique non 
seulement du virus, avec l’émergence de clones, mais également du tissu infecté. En effet, alors que le 
récepteur majeur dévolu à la lyse de fibroblastes infectés est NKG2D, la reconnaissance et 
l’élimination de cellules dendritiques infectées se fait via NKp46 et DNAM-1 (Magri et al., 2011). Les 
cellules NK sont des cellules de l’immunité innée et sont donc activées très précocement en réponse à 
l’infection. Des cytokines sécrétées par les cellules infectées, telles que l’IFN- et l’IFN-, ou encore 
l’IL-12, l’IL-15 et l’IL-18 sécrétées par d’autres populations immunitaires comme les cellules 
dendritiques et les macrophages, peuvent activer les cellules NK (Zitvogel, 2002). En réponse les 
cellules NK sécrètent de l’IFN- et du TNF-, par exemple, qui participent au contrôle de la 
réplication virale et au recrutement et l’activation des effecteurs de l’immunité adaptative, comme les 
lymphocytes T (Yokoyama, 2005).  
Afin d’échapper aux cellules NK en particulier et à la réponse immunitaire en général, le 
HCMV a mis en place plusieurs mécanismes d’immunoévasion. Un des mécanismes 
d’immunoévasion les plus importants est la diminution de l’expression des molécules du CMH-I pour 
échapper aux lymphocytes T CD8+. Plusieurs glycoprotéines virales sont dévolues au détournement 
des molécules HLA. US2 et US11 s’associent aux molécules de classe I pour les faire sortir du 
réticulum endoplasmique et les adresser au protéasome pour dégradation (Benz and Hengel, 2000; 
Jones and Sun, 1997). US10 s’associe aux chaînes lourdes du CMH-I et retarde leur maturation 
(Furman et al., 2002). US3 séquestre les protéines du CMH-I dans le réticulum endoplasmique. US6 
bloque le transport TAP dépendant des peptides dans le réticulum pour empêcher le chargement des 
molécules de classe I (Hengel et al., 1997). Toutefois, la diminution de l’expression en surface des 
molécules du CMH de classe I par le virus rend les cellules infectées plus sensibles à la lyse dirigée 
par les cellules NK. Afin d’échapper à la reconnaissance par les cellules NK, le HCMV a développé 
plusieurs stratégies. La protéine UL18 présente de fortes homologies structurales avec les molécules 
du CMH-I. UL18 peut lier avec une forte affinité le récepteur inhibiteur LILRB1 (Saverino et al., 
2004). Cette liaison permet d’inhiber les cellules NK LILRB1+, mais la population LILRB1- peut 
toujours répondre aux cellules infectées (Prod'homme et al., 2007). L’inhibition de TAP empêche le 
chargement des molécules HLA-I. Afin de protéger les cellules qu’il infecte, le HCMV maintient ou 
augmente le niveau d’expression de HLA-E grâce à la protéine UL40. UL40 produit un peptide qui 
mime les peptides dérivées de la séquence leader des molécules du CMH-I. UL40 rentre dans le 
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réticulum endoplasmique de façon TAP indépendante, ce qui lui permet d’être chargé sur HLA-E. La 
population NKG2A+ est inhibée après liaison du complexe HLA-E/UL40 (Tomasec et al., 2000). 
 L’infection par le HCMV augmente également l’expression des molécules de stress, les MIC 
et les ULBP, ligands du récepteur activateur NKG2D. Pour éviter l’activation des cellules NK via le 
récepteur NKG2D, plusieurs protéines virales interfèrent avec l’expression de ses ligands. Ainsi, 
UL16 empêche l’expression en surface de MICB et des ULBP1, 2, 5 et 6 (Cosman et al., 2001; Dunn 
et al., 2003; Eagle et al., 2009; Rolle et al., 2003). UL16 fixe les protéines de stress par un résidu 
glutamine (MICB) ou glutamate (ULBP1 et 2) en position 169 pour éviter leur transport en surface 
(Muller et al., 2010). UL142 séquestre MICA et ULBP3 dans le Golgi pour empêcher leur expression 
en surface (Bennett et al., 2010). UL141 cible CD112 et CD155 pour empêcher la liaison à DNAM-1 
(Tomasec et al., 2005) et l’expression en surface de TRAIL-R1/R2, afin de protéger la cellule infectée 
de la lyse via TRAIL (Nemcovicova et al., 2013). Enfin, la protéine de tégument du HCMV pp65 
(UL83), se lie à NKp30 et empêche la liaison du récepteur à un autre ligand (Arnon et al., 2005). 
En plus des interactions protéiques, le HCMV peut empêcher la traduction des protéines de 
stress. UL112 est un micro-ARN qui cible spécifiquement l’ARN messager de MICB et empêche sa 
traduction (Nachmani et al., 2010). Le HCMV détourne également la réponse immunitaire à son 
avantage. Les cellules NK activées sécrètent de fortes quantités de TNF-. UL138, une protéine de 
latence, augmente l’expression du récepteur au TNF par les cellules infectées de façon latente (Montag 
et al., 2011). Or le TNF- est une cytokine qui permet la réactivation du HCMV. Tous ces mécanismes 
concourent à l’échappement immunitaire et démontrent l’importance des cellules NK dans le contrôle 
de l’infection par le HCMV.  
   1.2   Immunité NK anti-virus d’Epstein Barr (EBV) 
 L’EBV établit une infection persistante chez environ 95% de la population mondiale. Il est 
asymptomatique chez la plupart des sujets infectés mais dans certains cas il peut être responsable de 
mononucléose, ou de lymphomes B. Au cours de la phase symptomatique de l’infection par EBV, le 
nombre et la fréquence des cellules NK sont augmentés dans la circulation sanguine (Williams et al., 
2005). Des patients déficients en cellules NK développent des pathologies rares associées à l’EBV 
(Shaw et al., 2012). Les cellules NK préviennent la transformation tumorale des cellules B infectées 
par la sécrétion d’IFN-, tandis que l’infection lytique rend les cibles plus sensibles à la lyse (Chijioke 
et al., 2013). Cette différence s’explique par la diminution de l’expression des molécules HLA-I et de 
l’augmentation de ligands de récepteurs activateurs (Pappworth et al., 2007). Les récepteurs qui 
gouvernent la réponse des cellules dans le cas d’une infection par l’EBV ne sont pas clairement 
définis, mais l’intervention de 2B4, NTB-A, NKG2D, des NCR et de KIR2DS1 a été rapportée par des 
expériences in vitro (Pende et al., 2002).  
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   1.3   Immunité NK anti-Herpes Simplex Virus (HSV)  
Il existe deux sérotypes du HSV, les HSV-1 et -2, qui sont les agents responsables des herpès 
oraux et génitaux. Le HSV diminue l’expression des molécules du CMH-I pour échapper aux réponses 
immunes adaptatives grâce à la protéine ICP47 qui inhibe l’action de TAP1. Le CMH-I non chargé est 
donc séquestré dans le RE. De ce fait il rend les cellules infectées sensibles à la reconnaissance et à la 
lyse par les cellules NK (Huard and Fruh, 2000). En revanche, contrairement à d’autres Herpesvirus, 
comme le HCMV, les HSV ne laissent pas d’empreinte sur le répertoire des cellules NK, bien que 
l’infection permette la différentiation de cellules NK vers un phénotype NKG2A-NKG2C+KIR+CD57+
(Bjorkstrom et al., 2011). Le virus peut toutefois détourner la réponse NK. En effet, les DC infectées 
par le HSV-2 vont sélectivement diminuer l’expression de HLA-C, ce qui les rend sensibles à la lyse 
dirigée par les cellules NK et empêche la mise en place d’une réponse adaptative (Elboim et al., 2013). 
   1.4   Immunité NK anti-Kaposi’s Sarcoma-associated Herpes Virus (KSHV)  
Le KSHV peut établir une infection persistante durant toute la vie de l’hôte. Il s’agit d’un virus 
oncogène, qui peut être responsable de sévères pathologies chez des patients immunodéprimés, 
notamment les patients atteints du VIH-1. In vitro, les cellules NK peuvent lyser les cellules infectées 
par le KSHV via la sécrétion de perforine et de granzymes et la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires permet la mise en place de l’immunité adaptative. Le KSHV diminue l’expression des 
molécules HLA-I grâce à deux E3-ubiquitine ligases, K3/MIR1 et K5/MIR2, qui augmentent leur 
endocytose (Coscoy and Ganem, 2000, 2001). Pour échapper à la reconnaissance par les cellules NK, 
MIR2 diminue l’expression de MICA et MICB, ainsi que d’AICL, le ligand de NKp80 (Thomas et al., 
2008). Un microARN viral, mirK12-7, cible l’ARN messager de MICB pour dégradation (Nachmani 
et al., 2009). ORF54 est une dUTP pyrophophatase (dUTPase) qui cible un ou plusieurs ligands du 
récepteur NKp44 et empêche donc la reconnaissance des cellules infectées via ce récepteur (Madrid 
and Ganem, 2012). Des modifications du phénotype des cellules NK ont aussi été rapportées chez les 
patients infectés par le KSHV, de façon différente suivant que le virus soit en phase latente ou en 
phase active. Chez les patients infectés de façon latente, il y a une diminution de l’expression de 
NKp30, NKp46 et CD161, alors que chez les patients infectés de façon active, la baisse d’expression 
de NKG2D est associée à une capacité lytique réduite (Dupuy et al., 2012). 
2   Immunité NK anti-virus de l’immunodéficience humaine 1 (VIH-1)  
Le VIH-1 est un rétrovirus responsable d’une pandémie mondiale et de plus de 30 millions de 
morts depuis son apparition dans les années 1980. Le VIH-1 infecte les lymphocytes T CD4+ et la 
maladie est due à une déplétion massive en LT CD4+. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques ont très 
tôt été associés à la réponse immunitaire anti-VIH-1. Les cellules NK interviennent également dans le 
contrôle du VIH-1. Chez les populations infectées, certains polymorphismes des HLA et des KIR sont 
impliqués dans le contrôle de la virémie (Flores-Villanueva et al., 2001). Les patients co-exprimant 
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HLA-Bw4 (Ile 80) et les KIR3DS1 et KIR3DL1, ses récepteurs, progressent moins rapidement vers le 
stade SIDA (Martin et al., 2002; Martin et al., 2007). Les clones KIR3DS1+ et KIR3DL1+ sont 
également plus nombreux chez les patients HLA-Bw4 que chez les autres (Alter et al., 2009). Il est 
possible que les épitopes du HIV-1 présentés par les molécules HLA-C modifient l’affinité pour les 
récepteurs inhibiteurs et favorisent la liaison aux récepteurs activateurs. Les récepteurs KIR2DL n’ont 
pas de rôle démontré dans la réponse anti-VIH-1, bien que la protéine Nef du VIH-1, qui inhibe 
l’expression des molécules HLA-A et -B, n’affecte pas l’expression des molécules HLA-C (ligands 
des KIR2DL). Il est possible que de cette façon le VIH-1 maintienne des signaux inhibiteurs (Cohen et 
al., 1999) (Figure 26).  
Figure 26 : Modèle d’interactions entre une molécule HLA et un récepteur KIR 
inhibiteur au cours d’une infection par le VIH-1. a) dans les conditions normales, les 
molécules HLA présentent des peptides dérivés du Soi et se lient aux KIR 
inhibiteurs ; b) dans le cas d’une infection, l’expression des molécules HLA est 
diminuée et la liaison aux KIR inhibiteurs peut être altérée par la présentation d’un 
épitope viral ; c) le VIH-1 peut être sélectionné sur la base de séquences protéiques 
qui génèrent des épitopes CMH-I qui favorisent la liaison aux KIR inhibiteurs.
(d’après (Jost and Altfeld, 2013)) 
 Le VIH-1 est un virus qui mute très rapidement pour échapper au système immunitaire. Chez 
les individus infectés, il y a un polymorphisme de peptides présentés par les molécules HLA qui 
favorise l’engagement des KIR inhibiteurs de l’individu, dépendamment de son génotype (Alter et al., 
2011). De plus, la protéine Nef bloque l’expression des ligands de NKG2D pour éviter la 
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reconnaissance par les cellules NK (Cerboni et al., 2007). L’activation chronique du système 
immunitaire, comme dans le cas de l’infection par le VIH-1, conduit à des phénomènes d’épuisement 
des cellules effectrices. Les cellules épuisées montrent une capacité de réactivation et de prolifération 
moins importante. Les cellules NK sont sensibles à l’épuisement dans le cas d’une infection par le 
VIH-1. On assiste à une augmentation de cellules NK CD56dim CD16+ CD57bright, qui correspondent 
aux populations de cellules NK les plus différenciées dans le sang (Hong et al., 2010). Enfin, les 
cellules NK participent également à la déplétion des LT CD4+. La protéine gp41 induit l’expression 
d’un ligand du récepteur activateur NKp44 par les lymphocytes T CD4+ et conduit à la lyse des 
cellules cibles (Vieillard et al., 2005). 
3   Immunité NK anti-virus de l’hépatite C (HCV) 
Le virus de l’hépatite C est un virus à ARN simple brin enveloppé de la famille des 
Flaviviridae qui infecte environ 170 millions de personnes dans le monde. L’infection chronique par le 
HCV peut conduire au développement d’une cirrhose hépatique ou d’un carcinome hépatocellulaire. 
Les traitements constituent en une combinaison d’inhibiteurs de protéase virale, d’IFN- pégylé et de 
ribavirine (Welsch et al., 2012). Les cellules de l’immunité innée, les cellules NKT et plus 
particulièrement les cellules NK, jouent un rôle important dans l’élimination du virus. Les cellules NK 
constituent 30% du pool lymphocytaire hépatique, et peuvent représenter jusqu’à 90% des 
lymphocytes présents en cas d’infection par le HCV (Doherty and O'Farrelly, 2000). L’IFN- qu’elles 
sécrètent inhibe la réplication virale. La production d’IFN- semble plus bénéfique que la réponse 
cytotoxique, puisque la lyse des hépatocytes infectés est en partie responsable des dommages au foie. 
 Des associations KIR/HLA sont corrélées à la résistance à l’infection par le HCV. Le génotype 
KIR2DL3, qui lie les molécules HLA-C du groupe 1 semble avoir un effet protecteur, les cellules NK 
montrant une meilleure activation en réponse au virus (Khakoo et al., 2004). A l’inverse, l’échec des 
thérapies anti-HCV est associé à l’expression de KIR2DL5 (Vidal-Castineira et al., 2010). Dans le foie 
des patients infectés, on observe des modifications des ratios entre cellules NK CD56dim et CD56bright
(Cheent and Khakoo, 2011). L’infection chronique est associée à une augmentation de la population 
NKG2A+, corrélée à une plus forte expression d’HLA-E dans le foie infecté, ce qui pourrait expliquer 
le passage à la chronicité du HCV (Nattermann et al., 2005). L’expression des autres récepteurs de 
HLA-E, NKG2C et NKG2E est aussi augmentée chez les patients HCV+. Dans la circulation, les 
populations NKp46+ et NKp30+ diminuent, peut-être par recrutement de ces cellules dans le foie pour 
combattre l’infection (Kramer et al., 2012). 
 Le HCV met en place des mécanismes d’immunoévasion. Le niveau d’expression des 
molécules HLA-A, -B et -C ne diminue pas sensiblement, contrairement à HLA-E (Herzer et al., 2003; 
Nattermann et al., 2005). Les molécules HLA en se liant aux récepteurs KIR inhibiteurs empêchent 
l’activation des cellules NK. Mais le mécanisme majeur est la liaison de la protéine d’enveloppe E2 du 
HCV à CD81 qui est un co-récepteur cellulaire du virus. CD81 a été décrit comme intervenant dans le 
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remodelage du réseau d’actine des cellules NK, ainsi que dans leur migration (Crotta et al., 2006 ; 
Kramer et al., 2009). Une fois engagé, CD81 induit une cascade de déphosphorylation qui 
déphosphoryle notamment Erk et CD3-, et inhibe l’activation des cellules NK (Crotta et al., 
2002,Tseng, 2002 #666). Les ligands de NKG2D sont également diminués lors d’une infection par le 
HCV (Wen et al., 2008). 
4   Immunité NK anti-virus de l’Influenza :  
Les virus de l’Influenza A, B et C font partie de la famille des Orthomyxoviridae, et sont 
responsable d’épidémies annuelles. Les vaccins sont basés sur la production d’anticorps neutralisants 
et sur une réponse CD8 cytotoxique (Thomas et al., 2006). Le système immunitaire inné intervient 
également dans la réponse aux infections par Influenza. La plupart des études sur la réponse NK aux 
virus de l’Influenza a été réalisée dans des modèles animaux. L’importance des cellules NK dans 
l’élimination des virus de l’Influenza a pu être confirmée chez des souris déplétées en cellules NK, qui 
montrent une mortalité accrue (Liu et al., 2004). Cette protection pourrait passer par la liaison de 
NKp46 aux hémagglutinines des virus à la surface des cellules infectées et par ADCC envers les 
cellules infectées (Jegerlehner et al., 2004). Le rôle de NKp46 dans la réponse au virus de l’Influenza 
est discuté, certaines études indiquent une plus grande susceptibilité des souris déficientes à 
l’infection, tandis que d’autres montrent une résistance plus importante chez les souches de souris 
déficientes par rapport aux souches sauvages (Narni-Mancinelli et al., 2012). Chez l’Homme, la 
réponse à l’Influenza passe principalement par les récepteurs NKp46 et NKG2D. Les DC infectées 
activent les cellules NK en augmentant les ligands de ces récepteurs, et en sécrétant de grandes 
quantités d’IFN- et d’IL-12 (Draghi et al., 2007). Des associations KIR/HLA ont été rapportées 
comme intervenant dans la susceptibilité des patients à déclencher des pathologies graves liées à 
l’infection par Influenza (La et al., 2011). L’Influenza peut détourner la réponse NK en modifiant le 
profil de glycosylation des hémagglutinines, qui permet de prévenir la reconnaissance par NKp46 
(Owen et al., 2007). L’Influenza augmente l’expression des molécules de CMH-I dans les rafts 
lipidiques pour favoriser la reconnaissance par les récepteurs inhibiteurs (Achdout et al., 2008). 
B   Réponse anti-bactérienne 
 Les infections bactériennes fournissent de nombreux ligands aux récepteurs des cellules de 
l’immunité innée, notamment les TLR (Toll-like Receptors). La contribution des cellules NK durant 
les réponses immunes anti-bactériennes n’est pas très bien caractérisée. Bien qu’elles soient activées 
en réponse à une bactérie, cette activation est potentiellement indirecte, via d’autres cellules. Une fois 
activées, les cellules NK vont produire de l’IFN- qui augmente la phagocytose des bactéries par les 




Figure 27 : Activation des cellules NK par des produits bactériens (PAMPs). Les 
cellules NK sont activées principalement via un réseau de cellules accessoires qui 
vont créer un microenvironnement pro-inflammatoire propice à l’activation des 
cellules NK. Activation des cellules NK grâce à la reconnaissance directe des PAMPs 
par les PRR exprimés par les cellules NK (Souza-Fonseca-Guimaraes et al., 2012a). 
Les cellules NK expriment les TLR2, 3, 5 et 9, NOD1, 2 et NLRP3 (Hornung et al., 2002; Qiu et 
al., 2012). Ces PRR sont soit exprimés en surface de façon constitutive, soit exprimés après 
stimulation des cellules NK, certains étant retrouvés en intracellulaire à l’état basal. Toutefois il 
semblerait qu’aucun PRR ne puisse activer directement les cellules NK sans recours à des cellules 
auxiliaires. Ainsi, les cellules NK peuvent reconnaître le muramyl dipeptide (MDP) via NOD2, mais 
la sécrétion d’IFN- qui en résulte nécessite une costimulation des cellules NK par l’IFN- et l’IL-12 
sécrétées par les DC (Athie-Morales et al., 2008). La stimulation de cellules NK par un ARN double-
brin synthétique (poly I :C), ligand de TLR3, conduit aussi à une réponse NK, mais se ferait plutôt via
des RLR (RIG-I-like Receptors) (Perrot et al., 2010). Enfin, certaines études suggèrent que les 
récepteurs KIR pourraient également reconnaître directement des produits microbiens (Sivori et al., 
2010). Certaines toxines produites par des bactéries, comme les superantigènes, peuvent activer les 
cellules NK, mais cet effet ne serait pas direct. En résumé, bien que les cellules NK expriment les 
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senseurs qui leur permettent de reconnaître directement des motifs microbiens, il semblerait que la 
présence de cellules auxiliaires soit nécessaire. Les cellules auxiliaires peuvent intervenir soit en 
créant un microenvironnement cytokinique propre à activer les cellules NK, soit par contact avec les 
cellules NK (Souza-Fonseca-Guimaraes et al., 2012b). Les cellules NK répondent principalement aux 
infections bactériennes en sécrétant de grandes quantités d’IFN-, essentiel à la résistance de l’hôte. 
De la même façon, lors de chocs septiques, les patients qui succombent ont une sévère lymphopénie en 
cellules NK (Giamarellos-Bourboulis et al., 2006; Venet et al., 2010). 
C Réponse antiparasitaire 
 Les cellules NK sont impliquées dans les réponses immunes antiparasitaires, qu’il s’agisse de 
protozoaires ou d’Helminthes. Il n’y pas de preuves que ces pathogènes puissent être directement 
reconnus et donc activer d’eux-mêmes les cellules NK. Comme dans le cas des infections 
bactériennes, les cellules NK activées exercent leurs fonctions par la reconnaissance de cellules 
infectées, ou bien par la présence de cellules accessoires qui sécrètent des cytokines pro-
inflammatoires (Korbel et al., 2004). 
 Des globules rouges infectés par Plasmodium falciparum induisent une forte sécrétion d’IFN-
par les cellules NK, en présence de cytokines immunostimulantes comme l’IL-12 ou l’IL-18 
(Artavanis-Tsakonas et al., 2003; Baratin et al., 2005). La réponse NK est plus intense lors de 
réinfection par P. falciparum que lors de la première rencontre avec le pathogène, suggérant une 
coopération entre les cellules NK et les cellules T mémoires (McCall et al., 2010). De même, la 
réponse IFN- est plus importante après vaccination. Les érythrocytes infectés par P. falciparum vont 
présenter à leur surface une protéine chaperonne, Hsp70, dans les rafts lipidiques. La partie C-
terminale de cette chaperonne contient un épitope capable de déclencher une forte réponse cytotoxique 
des cellules NK. Après reconnaissance de l’épitope, les cellules NK éliminent les érythrocytes infectés 
via la libération de granzyme B. La réponse cytotoxique est d’autant plus forte que les cellules NK ont 
été stimulées au préalable par un peptide dérivé de Hsp70 (Bottger et al., 2012) (Figure 28).Les 
activités cytotoxique et cytokinique des cellules NK interviennent également, en présence de cellules 
accessoires, contre Leishmania major, ou de Toxoplasma gondii. Dans certains cas, la protection passe 
essentiellement par la sécrétion de cytokines, notamment le TNF- (Manna et al., 2010). Les DC 
infectées par T. gondii sont lysées de façon perforine-dépendante. Dans les infections à T. gondii, les 
cellules NK ont un rôle majeur dans la réponse précoce contre le parasite, de par la sécrétion d’IL-17, 
cytokine essentielle au contrôle de l’infection (Passos et al., 2010). 
Contrairement aux protozoaires, peu d’études se sont intéressées au rôle des cellules NK dans 
les réponses immunes anti-helminthes. La réponse immune anti-helminthes nécessite notamment la 
mise en place d’une réponse de type Th2, avec la sécrétion de cytokines telles que l’IL-4, l’IL-5 et 
l’IL-13 (Allen and Maizels, 2011). Certains rapports montrent que des produits des parasites peuvent 




2004). D’autres indiquent que les cellules NK peuvent sécréter de l’IL-13 lorsque le parasite a pu 
détourner la réponse Th2. De par leur capacité à sécréter des cytokines pro-Th1 ou pro-Th2, les 
cellules NK pourraient ainsi jouer un rôle dans la création d’un microenvironnement favorable à la 
mise en place d’une réponse T protectrice appropriée (Korten et al., 2002). 
  
D Réponse anti-tumorale 
 Les cellules NK ont été caractérisées par leur capacité à tuer des cellules tumorales in vitro, 
sans nécessité de stimulation préalable (Kiessling et al., 1975a; Kiessling et al., 1975b). Cette 
observation est à l’origine de leur nom. Les cellules tumorales qui diminuent ou perdent l’expression 
des molécules HLA-I, ou qui expriment des protéines de stress ou du Soi modifié sont des cibles de 
choix pour les cellules NK. In vivo, les cellules NK peuvent contrôler la dissémination des métastases 
dans des modèles murins. Chez l’Homme, l’évolution favorable de plusieurs cancers a été associée au 
nombre de cellules NK infiltrant les tumeurs (Coca et al., 1997). Les cellules NK reconnaissent les 
cellules tumorales via plusieurs récepteurs activateurs. NKG2D participe à l’immunosurveillance de 
tumeurs in vivo chez la souris. Le polymorphisme de NKG2D est corrélé avec l’activité cytotoxique 
des cellules NK et le risque de développer des cancers (Hayashi et al., 2006; Shafi et al., 2011). Les 
NCR sont également importants dans l’activité anti-tumorale des cellules NK. De ce fait, la diminution 
de l’expression de NKp30, ou l’expression sélective de l’isoforme c de NKp30 sont associées à un 
pronostic défavorable de leucémie ou de cancers pancréatiques (Delahaye et al., 2011). Les KIR 
influencent aussi le développement ou la protection de certains types de cancers (O'Connor and 
McVicar, 2013). De façon intéressante il semblerait que les cellules NK non éduquées, et qui ne 
possèdent donc pas de récepteurs inhibiteurs pour le CMH-I du Soi, soit des effecteurs clés dans la 
lyse des cellules tumorales (Tarek et al., 2013). Du fait de leur importance dans l’immunosurveillance 
des tumeurs, les cellules NK sont des cibles de choix pour le développement de nouvelles thérapies 
anti-tumorales. Des cytokines immunostimulatrices sont utilisées comme thérapies afin d’activer ou de 
Figure 28 : Modèle de réponse des 
cellules NK aux érythrocytes infectés par 
Plasmodium falciparum. Les 
érythrocytes infectés vont exprimer 
Hsp70 et être reconnus par un récepteur 
activateur des cellules NK. Le traitement 
d’érythrocytes infectés par le TKD 
(peptide dérivé de Hsp70)  augmente la 




réactiver les cellules NK du patient. La capacité des cellules NK à exercer l’ADCC a permis le 
développement de thérapies basées sur des anticorps monoclonaux dirigés contre des antigènes 
tumoraux (Deckert et al., 2013; Rudnicka et al., 2013). Le transfert adoptif de cellules NK 
alloréactives a également été envisagée en thérapie anti-tumorale (Cooley et al., 2009; Symons et al., 
2010). Les cellules tumorales peuvent échapper à la réponse des cellules NK. L’expression de 
CEACAM1 par les cellules tumorales diminue ainsi la reconnaissance des cellules cibles par les 
cellules NK (Chen et al., 2011; Markel et al., 2002). La création d’un microenvironnement 
immunosuppresseur riche en IL-10, en TGF- ou en IDO (Indoléamine-2,3-dioxygénase) est un autre 
moyen d’empêcher leur activation (Sato et al., 2012; Szkaradkiewicz et al., 2010). L’expression de 
HLA-E dans les cancers colorectaux est associée à un mauvais pronostic (Bossard et al., 2012). 
E Les cellules NK et les allogreffes 
 Les cellules NK interviennent également dans les réponses immunes contre les allogreffes, 
tant au niveau des rejets aigu que chronique. Les cellules NK peuvent être activées par la 
reconnaissance d’alloantigènes exprimés par les cellules du greffon. n mésappariement entre les 
haplotypes KIR/HLA favorise l’activation des cellules NK (Gagne et al., 2007). De même, 
l’expression des ligands de NKG2D, indication d’un stress cellulaire, est associée à un rejet aigu du 
greffon, auquel participe les cellules NK de l’hôte receveur (Hankey et al., 2002). Une fois activées, 
les cellules NK vont sécréter de l’IFN-, du TNF- et plusieurs chimiokines, qui participent à la mise 
en place d’une réponse adaptative de type Th1 contre le greffon, augmentent les capacités de 
présentation des APC et l’infiltration immunitaire dans les tissus (Kondo et al., 2000; Obara et al., 
2005). Des modèles murins déficients en LT et LB montrent que les cellules NK seules sont capables 
de rejeter le greffon (Obara et al., 2005). Les cellules NK peuvent également participer au rejet de 
greffe via l’ADCC de cibles recouvertes d’anticorps. L’état inflammatoire chronique et la lyse des 
cellules du greffon pourraient libérer des antigènes normalement séquestrés et conduire au rejet 
chronique. Enfin, l’existence de populations de cellules NK avec des propriétés « mémoire » pourrait 
également jouer dans le rejet chronique (Benichou et al., 2011). A l’inverse, dans certains cas, les 
cellules NK peuvent favoriser la tolérance envers le greffon. Ainsi, la capacité des cellules NK à 
reconnaître et lyser des cellules dendritiques permet de limiter la mise en place d’une réponse 
adaptative. La lyse des cellules dendritiques du donneur ou des cellules dendritiques du receveur mal 
activées dans le greffon protège ainsi d’une allo-réponse (Yu et al., 2006). Ce phénomène conduit à un 
biais de l’environnement cytokinique pro-Th1 vers un microenvironnement pro-Th2. En présence 
d’IL-12, dans des conditions inflammatoires chroniques, les cellules NK peuvent sécréter de l’IL-10, 
cytokine anti-inflammatoire, qui favorise la tolérance au greffon et l’émergence de cellules T 
régulatrices induites productrices d’IL-10 (Maroof et al., 2008). L’augmentation des cellules NK dans 
le sang périphérique est également associée chez l’Homme, à l’acceptation de greffes de reins (Sagoo 
et al., 2010). 
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III   Les cellules Natural Killer de la decidua basalis 
  
Les cellules NK sont des cellules effectrices importantes de l’immunité innée. Les différentes 
populations de cellules assurent la défense de l’organisme dans la circulation et les organes où elles se 
localisent. Durant la grossesse, il y a apparition d’une population de cellules NK particulière qui n’a 
pas de fonctions démontrées dans les réponses immunes mais qui assure des fonctions physiologiques 
très importantes : les cellules NK de la decidua basalis (dNK). 
    A       La decidua basalis 
 Chez la femme, la partie supérieure de l’épithélium utérin constitue l’endomètre. Ce tissu subit 
des remodelages réguliers : c’est le cycle menstruel. Le cycle menstruel peut être divisé en trois 
phases. La phase proliférative ou folliculaire précède l’ovulation, au cours de laquelle l’endomètre 
subit des modifications vasculaires. L’ovulation correspond au début de la phase sécrétoire, durant 
laquelle un embryon peut s’implanter. En absence de fécondation et d’implantation d’un embryon, la 
partie fonctionnelle de l’endomètre est éliminée. Ce cycle menstruel est régulé par des modifications 
hormonales, elles-mêmes cycliques (Moffett-King, 2002). Suite à une fécondation, le cycle menstruel 
s’arrête et la grossesse commence. Les divisions de l’œuf vont donner naissance à l’embryon, ou 
blastocyste. Le blastocyste est composé d’une couche de cellules internes, qui vont se développer en 
fœtus, et une membrane externe, qui constitue le trophoblaste et va se développer en placenta. Un 
système d’interpénétration des microvillosités utérines et trophoblastiques se met alors en place, afin 
d’assurer les échanges sanguins nécessaires à la croissance du fœtus. Le trophoblaste se divise lui-
même en deux couches. Une couche en profondeur, le cytotrophoblaste qui subit de nombreuses 
mitoses ; et une couche externe de cellules filles qui fusionnent pour donner le syncytiotrophoblaste. 
Le syncytiotrophoblaste se met en place au fur et à mesure que l’œuf pénètre dans le stroma et est 
donc en contact direct avec l’endomètre et le sang maternel. Ces zones de contact constituent les 
interfaces fœto-maternelles. La pénétration de l’œuf entraîne des modifications profondes de 
l’endomètre : c’est la décidualisation. La decidua basalis est la partie maternelle du placenta, dans 
laquelle sont ancrées les villosités chorioniques (Martin and Sutherland, 2001). 
 L’un des phénomènes essentiels de la décidualisation est le remodelage vasculaire de 
l’endomètre gestant. Ce remodelage vasculaire commence dès le début de la grossesse, lorsque le 
trophoblaste a adhéré à la surface de l’endomètre. Les cellules dérivées du placenta transforment les 
artères spiralées maternelles pour assurer au fœtus un afflux constant de sang contenant les nutriments 
nécessaires à la croissance. La colonisation de la decidua par le trophoblaste extravilleux et le 
remodelage vasculaire qui en découle permet la formation de vaisseaux plus dilatés qui échappent au 
contrôle vasomoteur de la mère (Pijnenborg et al., 2006). 
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 Le remodelage des artères maternelles spiralées nécessite la destruction de la paroi 
endovasculaire des vaisseaux constituée de cellules endothéliales et leur remplacement par le 
trophoblaste extravilleux. Pour détruire la matrice extracellulaire, le cytotrophoblaste sécrète des 
métalloprotéases. Son invasion est également dirigée par un gradient de chimiokines sécrétées par les 
cellules NK déciduales (dNK), la population immunitaire majoritaire de la decidua basalis (Harris, 
2010). 
   B Origine des cellules Natural Killer déciduales 
 L’origine des cellules dNK est encore l’objet de recherches. Plusieurs hypothèses ont été 
proposées pour expliquer l’apparition de cette population particulière de cellules NK. Les cellules 
dNK pourraient dériver de cellules NK recrutées du sang périphérique ou d’autres organes, ou bien 
être issues de la spécialisation de populations présentes avant le début de la grossesse, ou encore d’un 
développement in situ à partir de précurseurs hématopoïétiques. Ces hypothèses ne sont pas 
exclusives, et il est possible que les cellules dNK soient une population hétérogène composées de 
cellules de différentes origines (Acar et al., 2010). 
1 Maturation des cellules Natural Killer de l’endomètre 
Une population de cellules NK est retrouvée dans l’utérus non gestant, au niveau de 
l’endomètre : ce sont les cellules NK endométriales (eNK). Les cellules eNK représentent environ 
30% des lymphocytes présents dans l’endomètre. L’absence d’expression des récepteurs aux 
chimiokines CXCR1, 2, 3 et 4 et CCR1, 2, 3, 5 et 7 par les cellules eNK suggère qu’elles seraient 
générées in situ à partir de progéniteurs hématopoïétiques et pas de cellules qui migreraient du sang ou 
d’autres tissus périphériques. La population de cellules eNK est considérée comme une population de 
cellules NK immatures. En effet, les cellules eNK sont très peu cytotoxiques et ne produisent pas de 
cytokines. Le répertoire de récepteurs particulier et le profil transcriptionnel font des cellules eNK une 
population unique parmi les autres cellules NK (Kopcow et al., 2010; Manaster et al., 2008). Le 
nombre de cellules eNK varie en fonction du cycle menstruel mais leur proportion reste la même 
parmi les cellules lymphocytaires présentes dans l’endomètre. La corrélation entre les différentes 
phases du cycle menstruel et la variation en nombre des cellules eNK suggère un rôle des hormones 
sexuelles. Lors de la phase sécrétoire, les taux d’œstrogène diminuent et ceux de la progestérone 
augmentent. La progestérone n’influe pas directement sur les cellules eNK puisque ces dernières 
n’expriment pas le récepteur (King et al., 1996). En revanche, il a été démontré qu’en réponse à une 
stimulation par la progestérone, les cellules stromales de l’endomètre sécrètent de l’IL-15 (Okada et 
al., 2000). Avec l’augmentation de la sécrétion d’IL-15, les cellules eNK prolifèrent rapidement 
(Figure 29). En fin de cycle, s’il n’y a pas eu implantation embryonnaire, les taux de progestérone 
diminuent, l’endomètre se résorbe et les taux d’œstrogènes commencent à augmenter. Les œstrogènes 
agissent directement sur les cellules eNK en se fixant à leurs récepteurs (Henderson et al., 2003). La 
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population de cellules eNK diminue alors pour retrouver son niveau basal de début de cycle. De plus, 
la xénotransplantation d’endomètre humain dans des souris NOD/SCID/cnull, qui n’ont ni T, ni B et 
très peu de cellules NK, montrent une augmentation de la population CD56+ CD16- au jour 28 du cycle 
menstruel (Matsuura-Sawada et al., 2005).  
Lors de l’implantation d’un embryon, le cycle s’arrête, le niveau d’IL-15 continue 
d’augmenter et les cellules eNK acquièrent un phénotype de cellules dNK. Elles continuent de 
s’accumuler dans l’endomètre qui se transforme. In vitro la stimulation des cellules eNK par l’IL-15 
modifie également leur phénotype. Ces cellules acquièrent l’expression de NKp30 et de NKp44, et 
sécrètent de l’IP-10 et de l’IFN-, indiquant un processus de maturation, avec un phénotype proche de 
celui des cellules dNK. En revanche, les cellules eNK ne sécrètent pas les facteurs pro-angiogéniques 
nécessaires au remodelage utérin, y compris après stimulation par l’IL-15 (Manaster and Mandelboim, 
2008) (Figure 30). 
Figure 30 : Modèle de développement des cellules NK déciduales. Lors de 
l’implantation embryonnaire, le niveau d’IL-15 augmente dans la decidua 
permettant la maturation et la différenciation des cellules NK endométriales en 
cellules NK déciduales (Manaster et al., 2008). 
Figure 29 : Evolution du nombre 
de cellules NK utérine en 
fonction du cycle menstruel et du 
niveau d’œstrogène (E2) et de 





      2   Génération in situ
     Une autre théorie propose que les cellules dNK soient issues de progéniteurs hématopoïétiques 
qui se différencieraient dans l’endomètre. Des progéniteurs hématopoïétiques sont présents dans la 
couche basale de l’endomètre. Cette partie de l’endomètre n’est pas détruite durant les menstruations, 
et constituerait donc un réservoir de progéniteurs capables de se différencier en cellules dNK. Ou 
alors, des progéniteurs CD34+ seraient recrutés à chaque cycle menstruel (Bulmer and Lash, 2005). 
Plusieurs études ont démontré que le stroma endométrial peut recruter des cellules souches 
hématopoïétiques circulantes et fournir l’environnement en cytokines (notamment l’IL-15) adapté 
pour la différenciation et la prolifération de cellules NK (Keskin et al., 2007). Plus récemment il a été 
démontré que les précurseurs CD34+ présents dans la decidua basalis étaient des cellules engagées 
dans le lignage NK. Ces cellules expriment E4BP4 et Id2, deux facteurs de transcription essentiels au 
développement des cellules NK, et sont incapables de se différencier en cellules myéloïdes (Vacca et 
al., 2011). 
          3   Recrutement de cellules Natural Killer du sang périphérique 
    La dernière théorie suggère que les cellules dNK seraient dérivées de cellules recrutées de la 
périphérie, et en particulier du sang circulant. Le recrutement des cellules NK dans les tissus est un 
processus qui se fait en plusieurs étapes et qui nécessite l’intervention de chimiokines et l’expression 
de molécules d’adhésion (Springer, 1994). Chez la souris, où la placentation et la décidualisation sont 
différentes, des études ont démontré que les cellules NK utérines (uNK) sont recrutées de la 
périphérie. Les progéniteurs des cellules uNK sont générés dans les tissus périphériques, le thymus, les 
nœuds lymphatiques ou encore la rate, et sont recrutés pendant la gestation (Chantakru et al., 2002). 
 Chez l’Homme, les cellules stromales de la decidua basalis et les cellules trophoblastiques 
sécrètent différentes chimiokines qui permettent le recrutement de certaines sous-populations de 
cellules NK à partir du sang périphérique. In vitro, CXCL12, CXCL10 et CX3CL1 sécrétées par des 
cellules déciduales en culture permettent l’attraction de cellules NK du sang périphérique (Carlino et 
al., 2008). L’endomètre humain sécrète de nombreuses chimiokines telles que CXCL9, CXCL10, 
CXCL12, CCL4, CCL3 (Kitaya et al., 2004; Kitaya et al., 2003) ou encore CX3CL1 (Hannan et al., 
2004). Toutes ont des activités chimioattractantes sur les cellules NK. L’expression des chimiokines 
est elle aussi corrélée aux phases du cycle menstruel, les niveaux les plus élevés étant repérés durant la 
phase sécrétoire ou après implantation de l’embryon. Ces données suggèrent une régulation hormonale 
de la production des chimiokines (Jones et al., 2004). Une fois dans la decidua basalis, ces cellules 
seraient modifiées sous l’influence du microenvironnement local. 
 Les cellules dNK proviendraient ainsi de cellules NK du sang CD56dim CD16+ qui migreraient 
dans la decidua, et sous l’action du microenvironnement local, notamment du TGF-, acquerraient un 
phénotype de cellules dNK. Toutefois, la plupart des études soutiennent un recrutement préférentiel 
des cellules NK CD56bright CD16- circulantes. En effet, toute la population CD56bright CD16- exprime 
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CXCR4, le récepteur de CXCL12, sécrétée par les trophoblastes invasifs (Hanna et al., 2003; Wu et 
al., 2005). Les trophoblastes sécrètent également CCL3, qui attire aussi préférentiellement les cellules 
NK CD56bright CD16- (Drake et al., 2001). 
 Le recrutement des lymphocytes dans les tissus nécessite des interactions entre molécules 
d’adhésion. La L-sélectine (CD62L) est ainsi essentielle à l’extravasation sur les HEV (High 
Endothelial Venules). Seules les cellules NK CD56bright CD16- expriment CD62L (Frey et al., 1998). 
Le ligand de CD62L, CSPG-2, n’est exprimé par les cellules endothéliales de l’endomètre que durant 
la phase sécrétoire, ce qui est en faveur du recrutement des cellules NK CD56bright CD16- (Yamaguchi 
et al., 2006). D’autres interactions entre molécules d’adhésion telles que 41-VCAM-1 ou LFA-1-
ICAM-1 sont aussi potentiellement impliquées dans le recrutement de cellules NK à partir du sang 
(Burrows et al., 1994; Tawia et al., 1993).  
 Toutefois, toutes les cellules dNK n’expriment pas le même répertoire de récepteurs aux 
chimiokines, et il est possible que différentes populations stromales attirent différente sous-
populations de cellules NK circulantes. De même, l’absence d’expression de récepteurs aux 
chimiokines par certaines cellules dNK indique que toutes ne seraient pas recrutées à partir de la 
périphérie (Manaster and Mandelboim, 2010). Enfin, quel que soit l’origine des cellules dNK, le 
microenvironnement semble être essentiel à la génération de ces cellules et à leurs fonctions. 
Figure 31 : Schéma résumé des différents modèles proposés pour le 
développement des cellules dNK. Les cellules dNK pourraient être générées à 
partir de progéniteurs locaux ; les cellules dNK proviendraient de la 
différenciation de cellules NK recrutées du sang périphérique ; le recrutement de 
progéniteurs permettrait la différenciation sous l’action du microenvironnement 
local. (Acar et al., 2010) 
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       C Phénotype des cellules Natural Killer déciduales 
 Les cellules dNK sont majoritairement CD56bright CD16-, phénotype classique des cellules NK 
tissulaires. Le répertoire de récepteurs activateurs et inhibiteurs exprimé par les cellules dNK est 
unique et très conservé entre les individus (El Costa et al., 2008). Les cellules dNK ressemblent aux 
cellules NK CD56bright CD16- du sang périphérique et des organes lymphoïdes secondaires, notamment 
parce qu’elles expriment des niveaux élevés d’hétérodimères CD94/NKG2 (Trundley and Moffett, 
2004). Mais elles ont également des similarités avec les cellules NK CD56dim CD16+ au niveau de 
l’expression des KIR (Hiby et al., 1997). Parmi les récepteurs activateurs exprimés, il y a les trois 
NCR (NKp46, NKp44 et NKp30), ainsi que NKG2D, 2B4 et CD2. L’expression de NKp44, ainsi que 
celle du marqueur d’activation CD69, suggère que les cellules dNK sont constitutivement activées 
dans le microenvironnement décidual. Les cellules dNK expriment aussi un certain nombre de 
récepteurs inhibiteurs, tels que NKG2A, KIR2DL4, KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3 et ILT2 (El 
Costa et al., 2008).  
 En plus des récepteurs contrôlant les fonctions effectrices des cellules dNK, ces dernières 
diffèrent des cellules NK circulantes par l’expression d’autres molécules de surface. Des analyses du 
transcriptome ont démontré que les cellules dNK expriment sélectivement certains gènes à des niveaux 
plus élevés que dans d’autres populations de cellules NK. Ainsi, les cellules dNK expriment fortement 
les récepteurs NKG2C et NKG2E. Les différences s’observent aussi au niveau de l’expression de 
certaines intégrines (expression plus élevées des sous-unités D, X, 1 et 5) et de certaines 
tétraspanines (CD9, CD151, CD53, CD63 et TSPAN-5) (Koopman et al., 2003). L’expression de CD9 
par les cellules dNK en fait une population particulière, CD9 étant utilisé comme marqueur 
d’acquisition du phénotype décidual dans plusieurs études (Keskin et al., 2007).  
 Contrairement aux cellules CD56bright CD16- du sang, les cellules dNK sont granulaires et 
expriment la perforine, les granzymes et la granulysine, à des niveaux parfois supérieurs aux cellules 
NK CD56dim CD16+ du sang. De plus, les cellules dNK expriment des protéines immunomodulatrices 
comme la galectine 1 et PP14 (Progestagen-associated Protein 14) qui pourraient avoir des fonctions 
importantes dans la réponse immune locale (Koopman et al., 2003). Enfin, il existe des différences au 
niveau de l’expression des récepteurs aux chimiokines. Comparées aux cellules NK du sang, les 
cellules dNK expriment fortement CXCR3 et plus faiblement CXCR4 et peu ou pas CXCR1, 2, 
CXCR1, CCR1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7 (Santoni et al., 2008). Le phénotype particulier des cellules dNK et 
les différences au niveau de l’expression génique suggèrent que ces cellules exercent des fonctions 
particulières durant la grossesse. 
     D Fonctions des cellules Natural Killer déciduales 
 L’afflux massif de cellules dNK au site d’implantation de l’embryon et leur localisation au 
début de la gestation laisse penser que ces cellules joueraient un rôle essentiel dans le bon déroulement 
de la grossesse.  
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  1   Fonction cytokinique 
Bien qu’elles expriment la machinerie lytique, le phénotype des cellules dNK laisse penser 
que la fonction principale de ces cellules est la sécrétion de facteurs solubles. L’un des évènements les 
plus importants du début de la grossesse est l’invasion de la decidua basalis par le cytotrophoblaste et 
le remodelage des artères maternelles spiralées. Plusieurs études indiquent que les cellules dNK 
participent activement au recrutement des cellules d’origine fœtale et au remodelage vasculaire  
Des analyses histologiques de decidua basalis du premier trimestre de la gestation montrent 
des cellules dNK à proximité des vaisseaux sanguins. Les premières indications qu’un remodelage 
vasculaire s’opère sont observées en absence de trophoblastes extravilleux (EVT) (Craven et al., 
1998). La perte initiale des cellules musculaires lisses vasculaires et les premières ruptures de la paroi 
de cellules endothéliales sont ainsi dépendantes de la présence de lymphocytes, notamment des 
cellules NK, mais pas des EVT. Les différentes étapes comme l’arrivée des cellules trophoblastiques, 
l’apoptose des cellules endothéliales de la paroi des vaisseaux et leur remplacement par le trophoblaste 
endovasculaire (EVT) ont été associées à la présence de cellules dNK et des macrophages dans les 
vaisseaux de la decidua (Smith et al., 2009). Les EVT finissent par tapisser complètement les 
vaisseaux, leur conférant une plasticité plus importante, et donc un flux sanguin vers le fœtus 
beaucoup plus important. 
Les cellules dNK participent activement aux différentes étapes en sécrétant plusieurs facteurs 
solubles qui initient la déstabilisation des structures vasculaires et donc la transformation des artères 
spiralées maternelles. Les cellules dNK sécrètent notamment de l’Ang-1 (Angiopoïétine 1), de l’Ang-2 
de l’IFN- et du VEGF-C (Vascular Endothelial Growth Factor), du PlGF (Placenta Growth Factor) et 
NKG5 dont les récepteurs sont exprimés dans les artères spiralées (Lash et al., 2006). Le VEGF-C 
augmente la perméabilité des vaisseaux. Le TGF- et l’Ang2 participent à la séparation et la perte des 
cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins. Les propriétés pro-angiogéniques des cellules dNK 
ont été démontrées in vitro et in vivo (Robson et al., 2012). En effet, des surnageants de culture de 
cellules dNK favorisent la croissance et la migration de la lignée cellulaire HUVEC (Human 
Umbilical Vein Endothelial Cells), de façon VEGF-C et PGF (Placenta Growth Factor) dépendante. In 
vivo, les cellules dNK sont capables d’induire la formation de métastases dans des modèles de tumeurs 
murines (Hanna et al., 2006). L’importance de l’IFN- a été démontrée chez la souris. Des défauts du 
remodelage vasculaire utérin ont été observés dans des modèles murins déficients en cellules NK ou 
en IFN- (Croy et al., 2003). La reconstitution de la population de cellules NK ou l’injection d’IFN-
restaurent le phénotype (Ashkar and Croy, 1999). Toutefois, l’implication de l’IFN- chez l’Homme 
n’a pas fait l’objet d’études détaillées. 
 Après les premières modifications des artères, l’invasion des EVT est nécessaire pour assurer 
le flux sanguin croissant vers le fœtus. L’invasion de la decidua basalis par les EVT est finement 
contrôlée par les cellules dNK. En plus des facteurs pro-angiogéniques, ces dernières sécrètent 
également des chimiokines telles que l’IL-8 et l’IP-10, dont les récepteurs CCR1 et CXCR3 sont 
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exprimés par les EVT. In vitro, l’ajout d’anticorps bloquants contre ces chimiokines inhibe l’invasion 
des EVT dans une matrice (Hanna et al., 2006). Les cellules dNK peuvent participer directement à 
l’invasion des EVT en dégradant la matrice extracellulaire par la production de métalloprotéases 
(MMP-2 et MMP-9). 
 Les cellules dNK contrôlent également l’arrêt de l’invasion des EVT par la sécrétion d’IFN-. 
L’IFN- agit sur les EVT en modifiant la sécrétion des métalloprotéases MMP-12 et MMP-9. La 
neutralisation de l’IFN- restaure partiellement l’invasion des EVT (Hu et al., 2006). Le TGF- est lui 
aussi un inhibiteur de la migration des EVT in vitro. Les cellules dNK sécrètent plusieurs autres 
facteurs solubles qui influent également sur le bon déroulement de la grossesse, soit en agissant sur les 
cellules trophoblastiques ou les autres cellules immunes présentes localement, soit en favorisant la 
création d’un microenvironnement propice au bon déroulement de la grossesse. Parmi ces facteurs 
solubles, on retrouve le TNF-, l’IL-10, le GM-CSF (Granulocyte Monocyte Colony Stimulating 
Factor), l’IL-1, le CSF-1 (Colony Stimulating Factor) et LIF (Leukaemia Inhibitory Factor) (Lash et 
al., 2006). 
     2   Communication avec les trophoblastes 
 Les étapes du remodelage vasculaire utérin dépendent d’une coopération entre deux acteurs 
cellulaires majeurs : les cellules dNK et les trophoblastes. La coopération entre ces cellules peut se 
faire soit par la sécrétion de cytokines et de chimiokines, soit de façon contact dépendant (Wallace et 
al., 2012) (Figure 32). Plusieurs études montrent que le répertoire des KIR exprimé par les cellules NK 
et les haplotypes HLA-C exprimés par les cellules trophoblastiques sont importants pour le bon 
déroulement de la grossesse. Des interactions existent entre les récepteurs des cellules dNK et les 
trophoblastes qui expriment leurs ligands physiologiques. HLA-G, une molécule non classique du 
CMH-I, est considérée comme une molécule tolérogène très importante. En se liant à ses récepteurs 
ILT2 et KIR2DL4, tous deux inhibiteurs, HLA-G régule l’activité des cellules NK et favorise la 
Figure 32 : Schéma représentant la 
collaboration entre les cellules NK et 
les EVT dans le remodelage des 
artères spiralées maternelles (Wallace 




sécrétion de cytokines (IFN-, TNF-, IL-1, IL-6 et IL-8) nécessaires à la grossesse par les cellules 
dNK (Li et al., 2009; Rajagopalan et al., 2006). Cette interaction serait essentielle dans la génération 
d’un phénotype de cellules dNK capables d’assurer le remodelage utérin. Toutefois, l’importance de 
KIR2DL4 dans ces phénomènes est encore sujette à controverse, son absence n’étant pas un signe 
d’infertilité (Gomez-Lozano et al., 2003; Nowak et al., 2011). Les EVT HLA-G+ expriment également 
des ligands de NKp46, NKp44 et NKp30 et l’interaction avec ces récepteurs induit la sécrétion de 
plusieurs facteurs solubles par les cellules dNK (Hanna et al., 2006). Le VEGF-C sécrété par les 
cellules dNK augmente le niveau d’oxygène au site de la placentation et donc la différenciation des 
trophoblastes via le facteur de réponse à l’hypoxie HIF-1 (Chakraborty et al., 2011). L’IL-8 est 
connue pour augmenter la production de MMP-2 et MMP-9 par les EVT (De Oliveira et al., 2010; 
Jovanovic et al., 2010). Enfin, les cellules trophoblastiques peuvent réguler directement l’activité des 
cellules dNK en engageant NKG2A via l’expression de HLA-E (King et al., 2000). 
 Une autre interaction semble primordiale pour le bon déroulement de la grossesse. Les 
combinaisons KIR/HLA sont en effet associées à plusieurs pathologies de la grossesse, telles que la 
pré-éclampsie ou les retards de croissance intra-utérins. L’interaction KIR/HLA est supposée jouer un 
rôle très important dans la placentation et donc le succès de la grossesse. Les études génétiques 
indiquent ainsi que chez des femmes ayant des problèmes cliniques, la fréquence du génotype KIR 
A/A est plus élevée, en combinaison avec l’haplotype C2 chez le fœtus. Le risque est d’autant plus 
important de connaître des problèmes durant la grossesse que l’haplotype C2 présent à la surface des 
trophoblastes est dérivé du père (Hiby et al., 2010; Hiby et al., 2004). 
3    Cellules dNK et pathologies de la grossesse 
Des défauts de l’invasion de l’endomètre par les EVT conduisent à des pathologies de la 
grossesse parfois sévères, qui peuvent conduire à l’échec de la grossesse et à la mort de la mère. Le 
rôle essentiel des cellules dNK dans le contrôle de l’invasion trophoblastique en fait des candidates 
naturelles pour expliquer ces pathologies.  
   3.1   La pré-éclampsie 
La pré-éclampsie est une cause majeure de mortalité et de morbidité périnatale et maternelle 
qui, lorsqu’elle n’est pas traitée, progresse vers l’éclampsie. Il s’agit d’une affection qui touche de 2 à 
8% des grossesses (Duley, 2009). La pré-éclampsie se caractérise par une hypertension et une 
protéinurie, qui touche principalement l’utérus mais qui peut atteindre d’autres organes. Les causes du 
développement de la pré-éclampsie sont encore largement inconnues (Steegers et al., 2010). Les 
principaux phénomènes observés sont un défaut de placentation, avec une perfusion sanguine 
diminuée, et un remodelage vasculaire utérin diminué. La réduction du flot sanguin vers le fœtus peut 
conduire à des retards de croissance intra-utérins, et à la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires. 
Des études montrent une réduction du nombre des cellules dNK dans les grossesses pré-éclamptiques, 
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tandis que d’autres indiquent une augmentation de la population de cellules dNK lorsque la pré-
éclampsie est associée à un retard de croissance intra-utérin (Eide et al., 2006; Wilczynski et al., 
2003). Ces observations ne permettent pas de conclure clairement à une modification du nombre de 
cellules dNK, les différences observées peuvent provenir de la différence de sévérité de la pathologie, 
ou encore de stades de développement différents de l’affection. Des études génétiques ont établi un 
lien entre les haplotypes de récepteurs KIR maternels et les haplotypes HLA-C fœtaux (Hiby et al., 
2010; Hiby et al., 2004). L’interaction entre les récepteurs NK et leurs ligands exprimés par les EVT 
semble être un facteur essentiel dans la bonne collaboration entre cellules dNK et EVT. Des 
modifications dans les interactions entre les deux types cellulaires peuvent modifier les fonctions des 
cellules dNK, influant sur la sécrétion des facteurs pro-angiogéniques et des chimiokines notamment, 
ce qui expliquerait les défauts d’invasion.  
   3.2   Les avortements spontanés à répétition 
Les premières hypothèses formulées pour expliquer les avortements spontanés à répétition 
stipulaient une augmentation de la cytotoxicité des cellules NK utérines envers les cellules fœtales. Il a 
en effet été rapporté une augmentation du nombre de cellules eNK durant le cycle menstruel de 
femmes ayant connu plusieurs avortements spontanés. D’autres études rapportent une fréquence plus 
importante de la population CD56dim CD16+, population normalement minoritaire dans l’utérus 
(Lachapelle et al., 1996). Un fait notable chez les patientes est la formation précoce d’artères 
remodelées dans l’endomètre, ce qui augmente le flux sanguin au site d’implantation dès le début de la 
grossesse et donc une oxygénation importante (Quenby et al., 2009). Or le développement précoce du 
placenta se produit dans un environnement relativement hypoxique (Rodesch et al., 1992). Le niveau 
d’oxygène n’augmente qu’après le remodelage vasculaire, à la fin du premier trimestre. De hauts 
niveaux d’oxygène au début de la grossesse favoriseraient des stress oxydatifs au syncytiotrophoblaste 
(Hung et al., 2001). Les cellules dNK contrôlent les phases précoces du remodelage vasculaire, leur 
implication dans ce phénomène est donc plus que probable. 
4   Fonction cytotoxique 
 La grossesse s’apparente à une greffe semi-allogénique. Les cellules trophoblastiques sont 
dérivées du placenta et expriment donc des antigènes fœtaux dérivés du père. Au niveau des interfaces 
fœto-maternelles, les trophoblastes sont en contact direct avec les cellules du système immunitaire 
maternel, dont les cellules dNK, qui représentent environ 70% des cellules immunes présentes 
localement. Les cellules NK sont des lymphocytes cytotoxiques et les cellules dNK expriment la 
perforine, les granzymes et la granulysine en grandes quantités. Et pourtant, le fœtus n’est pas rejeté et 
aucune cytotoxicité, qui serait néfaste pour le fœtus, n’est observée tout au long de la grossesse. 
Plusieurs études ont tenté de déterminer quels étaient les mécanismes mis en place pour éviter le 




facteurs intrinsèques et extrinsèques aux cellules dNK ont ainsi été décrits pour expliquer la tolérance 
materno-fœtale.  
   4.1   Environnement de la decidua basalis
La grossesse est un état inflammatoire contrôlé. D’un point de vue immunologique, le fœtus 
peut être considéré comme une allogreffe. De nombreux points communs existent entre la grossesse et 
le développement de cancers : microenvironnement globalement immunosuppresseur, présence de 
cellules en développement très rapide, expression d’oncoantigènes, expression faible des molécules du 
CMH-I… En effet, les cellules fœtales expriment une combinaison unique de molécules du CMH-I : 
HLA-C, HLA-E et HLA-G. Le microenvironnement cytokinique doit lui aussi être contrôlé. Ainsi, la 
grossesse est considérée comme privilégiant un environnement pro-Th2. Toutefois, l’IFN-, cytokine 
de type Th1, est nécessaire au remodelage vasculaire utérin. Pour éviter d’être rejeté, le fœtus 
développe plusieurs mécanismes d’immunoévasion (Sargent et al., 2006). 
   4.2   Mécanismes de tolérance materno-fœtale (figure 33) 
La réussite de la grossesse nécessite la mise en place de plusieurs mécanismes d’inhibition de 
la réponse immunitaire. La decidua basalis, où se côtoient des cellules immunes maternelles et des 
cellules fœtales est très riche en cellules immunitaires. Les cellules dNK constituent la majorité des 
cellules présentes (70%), suivies des macrophages (environ 20%), quelques lymphocytes T en 
proportion variable (environ 10%), des DC, des lymphocytes B et des cellules NKT. Les cellules de 
l’immunité adaptative sont donc très peu représentées durant la grossesse (Munoz-Suano et al., 2011). 
Plusieurs facteurs d’immunoévasion sont dévolus à la régulation de la réponse T. La sécrétion des 
chimiokines par les cellules stromales de la decidua basalis permet l’attraction de nombreux 
lymphocytes T. Toutefois, malgré l’expression de CXCL-9 et de CXCL-10, très peu de cellules T 
CXCR3+ sont retrouvées in situ, suggérant que leur recrutement est restreint (Mjosberg et al., 2010).  
Le fœtus exprime des antigènes qui peuvent déclencher des réponses allogéniques. Chez la 
souris il a été démontré que les DC de la decidua basalis pouvaient capturer des antigènes fœtaux, 
acquérir un phénotype de DC matures, mais qu’elles ne modifient pas leur expression de récepteurs 
aux chimiokines (Collins et al., 2009). Ce dont résulte une incapacité à migrer vers les ganglions 
drainants l’utérus, empêchant ainsi le déclenchement d’une réponse T. De plus, il n’y a pas de 
lymphangiogénèse dans l’utérus murin. Chez l’Homme, de nouveaux vaisseaux lymphatiques sont 
formés durant la grossesse, mais à ce jour, il n’existe aucune preuve que ces vaisseaux permettent aux 




Figure 33 : Schéma des différents mécanismes immunosuppresseurs mis en place 
dans la decidua basalis au cours de la grossesse. L’immunosuppression permet au 
système immunitaire maternel de ne pas rejeter le fœtus en développement (Arck 
and Hecher, 2013). 
En périphérie, des débris cellulaires, des microparticules et des exosomes dérivés du placenta 
circulent dans le sang de la mère et peuvent être capturés par des APC (Erlebacher et al., 2007). 
Toutefois, cela n’a pas de conséquences sur le devenir de la grossesse. Des LT peuvent malgré tout 
être activés et migrer vers l’utérus gestant. Afin d’éviter une réponse immune contre le fœtus, 
plusieurs voies sont mises en place. Les cellules trophoblastiques expriment ainsi PD-1 (Programmed 
Death 1) et CD95L (FasL) à leur surface (Nagamatsu et al., 2009; Runic et al., 1996). En liant leur 
récepteur respectif PD-1L et Fas à la surface des lymphocytes activés, les trophoblastes vont permettre 
la mort par apoptose des cellules effectrices qui migrent vers l’utérus. Les cellules NK peuvent 
également être concernées par ces protéines. Enfin, les cellules dNK sécrètent de la galectine 1, qui 
provoque la mort des LT (Kopcow et al., 2008). Ces voies permettent la délétion clonale de LT 




Il existe également un autre mécanisme qui permet d’empêcher la prolifération de LT 
alloréactifs, et qui favorise également la maintenance d’un micro-environnement pro-Th2. Les 
trophoblastes, les monocytes et les DC sécrètent de l’IDO (Indoléamine-2,3-Dioxygénase) en réponse 
à l’IFN- produit par les cellules dNK notamment (von Rango et al., 2007). L’IDO empêche la 
prolifération des cellules immunitaires en déplétant le milieu en tryptophane, un acide aminé non-
essentiel. L’un des produits de dégradation du tryptophane, la kynurénine est de plus toxique pour les 
LT, principalement les Th1 (Harden and Egilmez, 2012). Les DC produisent également de l’IL-10 et 
du TGF-, deux cytokines immunosuppressives. 
Parmi les LT présents, qu’ils soient CD4+ ou CD8+, la proportion de LT régulateurs est plus 
importante que ce qui est observé en périphérie. Alors qu’environ 5% des LT du sang circulants sont 
considérés comme des LT régulateurs, leur proportion dans la decidua basalis est d’environ 15% 
(Aluvihare et al., 2004). Il a été observé une migration des LT régulateurs spécifiques d’antigènes 
fœtaux vers la decidua basalis chez l’Homme (Tilburgs et al., 2008). Chez la souris, la déplétion des 
LT régulateurs aboutit au rejet du fœtus. De plus, les fortes concentrations de TGF- et d’IL-10 dans 
la decidua basalis sont propices à la génération de LT régulateurs induits (Vacca et al., 2010). Il a 
récemment été décrit chez la souris que les LT régulateurs induits étaient les cellules régulatrices 
majoritaires dans la mise en place de tolérance envers le fœtus, puisque chez des souris incapables de 
générer cette population il y a rejet du fœtus (Samstein et al., 2012).  
La présence de LT régulateurs CD8+ pourrait permettre le contrôle de la réponse B (Tilburgs et 
al., 2006). Il y a très peu de LB dans la decidua basalis. Il a de plus été observé une délétion des 
lymphocytes B spécifiques d’antigènes fœtaux dans la moelle osseuse des souris (Medina et al., 1993). 
La proportion de cellules NKT parmi les LT, qui ont des propriétés immunorégulatrices, est également 
plus importante dans la decidua que dans le sang périphérique (Boyson et al., 2002). L’immunité innée 
est également contrôlée durant la grossesse. Les facteurs du complément qui peuvent reconnaître des 
cellules recouvertes d’anticorps, sont inhibés, notamment par l’expression de CD59 (Holmes et al., 
1992). 
   3.3   Mécanismes d’inhibition de l’activité cytotoxique des cellules dNK 
Les cellules dNK constituent la population de cellules immunitaires la plus importantes durant 
le premier trimestre de la grossesse. De par leur nombre et leur capacité cytotoxique, elles représentent 
un danger pour le fœtus. Pourtant, ces cellules qui sont en permanence au contact des cellules 
trophoblastiques semi-allogéniques n’exercent pas d’activité cytolytique in vivo. Plusieurs explications 
ont été proposées pour comprendre l’absence d’activité cytotoxique contre les cellules fœtales. Il a été 
proposé que les cellules dNK n’étaient pas cytotoxiques envers les cellules trophoblastiques car 
incapable de polariser la machinerie lytique à la synapse immunologique formée avec une cellule 




d’un adaptateur pour la polarisation des granules lytiques, puisque la stimulation au préalable des 
cellules dNK avec de l’IL-15 restaure leur potentiel cytotoxique (Kopcow et al., 2005). 
Des facteurs solubles interviennent également dans le contrôle de la réponse des cellules dNK. 
Les cellules dNK sécrètent du VEGF-C en grandes quantités, un facteur pro-angiogénique, qui a 
également la capacité d’augmenter l’expression du transporteur TAP, qui intervient dans la voie de 
présentation des antigènes par le CMH-I. L’augmentation de l’expression de TAP permet 
l’augmentation des molécules du CMH-I à la surface des cellules qui expriment le récepteur au VEGF-
C. Le CMH-I permet ensuite l’inhibition de l’activation des cellules dNK en engageant les récepteurs 
inhibiteurs (Kalkunte et al., 2009). 
 Il a été observé que les cellules dNK n’expriment pas l’adaptateur de signalisation activatrice, 
SAP, qui intervient notamment après engagement de 2B4. L’absence de SAP induirait une 
signalisation inhibitrice suite à 2B4 est engagé par son ligand, exprimé à la fois par les cellules 
stromales et les cellules immunitaires de la decidua basalis (Vacca et al., 2006).Les trophoblastes sont 
des cellules résistantes à la lyse dirigée par les cellules NK. Ils expriment notamment des inhibiteurs 
d’apoptose, comme XIAP, ou encore des serpines, qui inhibent l’activité des granzymes (Hirst et al., 
2001; Straszewski-Chavez et al., 2004). Les trophoblastes sont responsables pour partie de 
l’ « absence » de lyse.  
Des études plus récentes ont permis de démontrer par des tests de lyse redirigée que les 
cellules dNK ont bien un potentiel cytotoxique. Toutefois, ce potentiel cytotoxique n’est pas contrôlé 
par les mêmes récepteurs que ceux impliqués dans la cytotoxicité des cellules NK du sang 
périphérique. Ainsi l’engagement de NKp46 et de NKG2C peut mobiliser la machinerie lytique et 
induire la dégranulation des cellules dNK. En revanche l’engagement de NKp30 n’induit pas de lyse 
des cellules. De plus, le co-engagement de NKG2A avec chacun des récepteurs activateurs inhibe les 
signalisations activatrices. Le ligand physiologique de NKG2A, HLA-E, est constitutivement exprimé 
par les cellules trophoblastiques. Les signalisations inhibitrices dominantes maintiendraient donc les 
cellules dNK dans un état non-cytolytique (El Costa et al., 2008). Ces études suggèrent que dans les 
conditions physiologiques, le potentiel cytolytique des cellules dNK semble donc étroitement contrôlé. 
Lors d’une grossesse normale, la balance entre signaux activateurs et inhibiteurs pencherait en faveur 
des signaux inhibiteurs. Des perturbations de cette balance pourraient toutefois modifier l’équilibre 
nécessaire au bon déroulement de la grossesse, ou au moins au contrôle de l’activité cytolytique, qui 
est potentiellement dangereuse pour le fœtus. Des déséquilibres de cette sorte pourraient se rencontrer 
lors d’infections congénitales, au cours desquelles des ligands des récepteurs activateurs peuvent être 
exprimés en plus grand nombre, ou encore lorsque les molécules du CMH-I sont diminuées, 




5   La placentation chez la souris et d’autres mammifères 
Il n’existe pas de modèle animaux qui reproduisent les différentes étapes de placentation et 
d’établissement de la grossesse, tels qu’observé chez l’Homme. Chez les rongeurs, la placentation est 
dite hémochoriale, comme chez l’Homme, mais des différences importantes empêchent d’appliquer les 
observations murines à l’Homme. Ainsi, la decidua basalis n’est formée qu’après implantation de 
l’embryon, et uniquement au site de placentation, alors que chez l’Homme, la transformation de 
l’endomètre s’opère à chaque cycle menstruel et dans tout l’utérus. De même, l’invasion 
trophoblastique de la paroi utérine est bien moins importante et ne nécessite pas l’aide des cellules NK 
déciduales, bien que des contacts existent entre les deux populations cellulaires. La localisation même 
de ces cellules diffère (Georgiades et al., 2002), les cellules NK déciduales infiltrant les artères chez la 
souris, où leur fonction principale est de participer à la destruction des parois vasculaires et au 
remodelage du réseau sanguin, indépendamment de la présence de trophoblastes fœtaux. La fonction 
même des cellules NK déciduales chez la souris n’est pas encore clairement établie. Ainsi, elles ne 
sont présentes en nombre important qu’aux jours 8 à 10 de la gestation. Puis leur nombre décroît et 
elles disparaissent quasiment de la decidua basalis, pour aller se localiser dans le triangle mésométrial, 
formé par les deux membranes du myomètre, à distance des cellules fœtales (Moffett and Loke, 2006). 
Il est possible qu’elles participent à la régulation du flux sanguin vers le fœtus. Enfin, bien que des 
problèmes puissent être observés chez la souris, notamment au niveau du nombre de fœtus chez la 
femelle gestante, ou au niveau de la taille des embryons, les souris déficientes en cellules NK sont 
fertiles. Les différences majeures sont observées au niveau du réseau vasculaire utérin, qui garde ses 
caractéristiques de réseau utérin en conditions non gestantes (Croy et al., 2002). 
 La placentation a été étudiée chez d’autres animaux. Ainsi, la grossesse chez le cochon d’Inde 
se rapproche-t-elle de ce qui est observé chez l’Homme au niveau de l’invasion trophoblastique. Chez 
le singe Rhésus, l’invasion trophoblastique est également importante, même si elle n’atteint pas le 
myomètre, mais le remodelage du réseau vasculaire utérin est moins marqué (Blankenship and Enders, 
2003). Le meilleur moyen d’analyser la placentation humaine reste encore la xénogreffe, chaque 
espèce ayant une placentation qui lui est propre, et qui bien que donnant des indications, ne permet pas 




IV   Infections congénitales, Cytomegalovirus et cellules Natural Killer 
déciduales 
    A Infections congénitales 
 Une infection congénitale est une infection qui résulte de la transmission d’un agent 
pathogène, virus, bactérie ou parasite, de la mère enceinte au fœtus et qui persiste après la naissance. 
La transmission peut se produire avant la naissance (in utero) ou au moment de l’accouchement. 
Certaines infections congénitales peuvent avoir de graves conséquences pour le développement de 
l’enfant in utero ou sur sa santé après sa naissance.  
1   Toxoplasmose congénitale 
La transmission de Toxoplasma gondii résulte généralement d’une primo-infection de la mère 
durant la grossesse, la mère n’ayant pas développé d’immunité protectrice contre le parasite. Le taux 
de transmission est d’environ 20-33% chez les personnes nouvellement infectées. Ce taux varie selon 
le trimestre de la grossesse au cours duquel la mère contracte l’infection (6% lors du premier 
trimestre) (Montoya and Remington, 2008). Toutefois, les pathologies les plus graves sont observées 
chez les fœtus qui l’acquièrent très tôt. La transmission de T. gondii peut aboutir à la mort fœtale et un 
avortement, ou à des syndromes neurologiques, des déficits neurocognitifs et des choriorétinites (Jones 
et al., 2001). 
2   Malaria congénitale 
Durant la grossesse, l’agent responsable de la malaria, Plasmodium falciparum, est présent 
dans les érythrocytes qu’il infecte au niveau de l’espace intervilleux, dans lequel baignent les villosités 
chorioniques. Les traitements actuels et le développement de programmes nationaux pour contrôler le 
vecteur font que la transmission materno-fœtale est en constante réduction. Mais contrairement à 
d’autres pathogènes, il est possible que le parasite se transmette à chaque nouvelle grossesse. La 
transmission du parasite peut aboutir à l’arrêt de la grossesse, des accouchements prématurés et des 
retards de croissance intra-utérins (Ouedraogo et al., 2012). 
3   Rubéole congénitale 
La rubéole est une infection généralement bénigne chez les enfants, mais qui peut entraîner 
des complications plus sévères chez l’adulte. Chez la femme enceinte, une primo-infection aboutit 
dans 80% à un passage trans-placentaire et peut causer une infection persistante chez l’enfant (Enders 
et al., 2011). Le risque pour le fœtus est plus grave lorsque la transmission se fait durant les 12 
premières semaines de la grossesse. Dans 20% des cas, le passage au fœtus entraîne des fausses 




B Infections congénitales par le Cytomegalovirus 
 Le Cytomégalovirus Humain (HCMV) est l’une des causes majeures d’infections congénitales 
à travers le monde, avec une prévalence d’environ 0.64% (Dollard et al., 2007). Il affecte plus 
d’enfants que nombre d’autres syndromes, tels que le syndrome de Down. La séroconversion durant la 
grossesse se produit dans 1 à 4% des cas chez les femmes séronégatives (Cannon and Davis, 2005). La 
transmission au fœtus se produit dans les cas de primo-infection maternelle, de réactivation du virus, 
ou lors d’une surinfection par une autre souche du HCMV. Sinon, le système immunitaire maternel 
assure une protection contre la transmission intra-utérine.  
        1   Le Cytomegalovirus humain 
Le Cytomegalovirus Humain (HCMV) ou HHV5 (Human HerpesVirus 5) est un -
herpesvirus, restreint à l’être humain (Figure 34). Son génome est composé d’environ 230 kb d’ADN 
double brin linéaire, enveloppé d’une matrice protéique (tégument). Il contient environ 160 cadres 
ouverts de lecture (Mocarski Jr, 2007). Le génome viral est contenu dans une double membrane 
lipidique où sont présentes des glycoprotéines virales. Son génome est composé de deux 
chromosomes, un long et un court. Les protéines issues du brin long sont appelées UL et celles du brin 
court US. La séroprévalence varie dans les pays développés de 30% à 70%, et peut monter jusqu’à 
100% dans les pays en voie de développement (Pass, 1985). 
  
Figure 34 : Représentations du Cytomégalovirus Humain (HCMV). A) 
Reconstruction tridimensionnelle d’une particule du HCMV. B) Modèle virtuel de 
la particule virale, montrant les différents composants du virus (Gandhi and Khanna, 
2004) 
Après l’infection, le HCMV peut établir une infection persistante durant toute la vie de l’hôte, 
dans lequel les cellules myéloïdes constituent un important réservoir viral (Taylor-Wiedeman et al., 
1991). La permissivité des cellules myéloïdes à un cycle lytique complet dépend de leur état de 
maturation. Par exemple les monocytes ne sont pas permissifs, mais les macrophages et les cellules 




série d’évènements coordonnés qui conduisent à la synthèse des protéines IE (Immediate Early), E 
(Early) et L (Late). 
 Le HCMV se transmet par les fluides corporels (salive, sécrétions vaginales, sperme, lait 
maternel, transfusion sanguine), ou lors de greffes d’organes solides ou de moelle osseuse. L’infection 
d’hôtes immunocompétents est généralement asymptomatique, et les cas de pathologies associées au 
HCMV chez des adultes sains sont rares. Elles peuvent inclure une mononucléose, de l’arthrite, une 
colite ou encore une hépatite (Sissons et al., 2002). La mise en place d’une immunité protectrice 
prévient généralement des complications et restreint la réplication virale. En revanche chez des hôtes 
immunodéprimés, comme les patients greffés, la faible réponse immunitaire peut conduire à une 
réplication incontrôlée et à de sérieuses complications. Si le greffon est infecté, les dommages 
tissulaires se produisent généralement dans ce tissu, et conduisent à une inflammation qui aboutit à 
l’échec de la greffe (Evans et al., 2000). De ce fait, le HCMV continue d’être une cause majeure de 
morbidité dans les pays développés. 
2   Pathologies associées à l’infection congénitale par le HCMV 
Le HCMV est surtout responsable de pathologie lorsqu’il se transmet durant la grossesse. Le 
suivi d’enfants asymptomatiques à la naissance indique qu’environ 15% des cas finissent par 
développer des défauts auditifs ou des séquelles neurodéveloppementales. De 5 à 10% des cas 
d’infection congénitale conduisent à des défauts irréversibles touchant le système nerveux central. Le 
HCMV est ainsi responsable de microcéphalies, d’encéphalites, de surdités dans les cas d’atteintes des 
neurones moteurs, de retards psychomoteurs, et plus rarement de myopathies et de choriorétinites. 
D’autres signes cliniques peuvent apparaître, tels que des retards de croissance intra-utérins, une 
hépatosplénomégalie, une thrombocytopénie ou encore une hépatite. A plus long terme, environ 80% 
des enfants infectés finissent par montrer des atteintes neurologiques et des dysfonctions organiques 
qui conduisent dans environ 20% des cas à la mort du patient. Les symptômes les plus graves sont 
observés lorsque la transmission a lieu au cours du premier trimestre de la grossesse (Whitley, 2004).
Le virus peut aussi être transmis au moment de la naissance, mais l’infection périnatale est 
généralement asymptomatique. Quelques cas montrent des symptômes légers d’hépatosplénomégalie, 
de lymphadénopathie, d’hépatite ou de pneumonie, mais aucun signe de troubles neurologiques. 
L’infection congénitale par le HCMV reste une problématique majeure car aucun traitements ne peut 
être administré à la femme enceinte sans avoir des effets néfastes sur le fœtus en développement 
(Gandhi and Khanna, 2004). 
3   Réponse immune fœtale contre le HCMV 
 Le système immunitaire du fœtus et des nouveaux nés est considéré comme immature et 
incapable de protéger l’organisme contre des infections virales. Il a notamment été rapporté un biais de 





d’antigènes (Levy, 2007). Toutefois, bien qu’en développement, le système immunitaire fœtal est 
composé de cellules T ( et 	), connues pour intervenir dans les réponses immunes anti-HCMV (Li 
et al., 1994) ; (Dechanet et al., 1999). Des études démontrent ainsi que le HCMV peut déclencher des 
réponses immunitaires T fœtales in utero (Marchant et al., 2003) (Vermijlen et al., 2010). 
    C Implications des cellules Natural Killer déciduales dans les infections 
congénitales ? 
 Les cellules dNK représentent la population immunitaire majoritaire dans la decidua basalis. 
Leur rôle est principalement dévolu à créer un environnement favorable au bon devenir de la 
grossesse, en assistant les EVT dans le remodelage vasculaire utérin (Wallace et al., 2012). Du fait de 
l’absence de cytotoxicité observée dans des expériences in vitro face à des cibles classiques (Kopcow 
et al., 2005), l’implication des cellules dNK dans la protection du fœtus contre des infections 
congénitales n’a jamais été étudiée. Pourtant ces cellules expriment tous les médiateurs lytiques 
(perforine, granzymes et granulysine) et l’engagement spécifique de certains récepteurs activateurs 
avec un anticorps monoclonal démontre que les cellules dNK peuvent exercer une activité lytique (El 
Costa et al., 2008; Koopman et al., 2003). 
 Toutefois quelques observations tendent à laisser penser que les cellules dNK joueraient un 
rôle dans une réponse immunitaire au niveau de la decidua basalis. Ainsi, des analyses histologiques 
montrent que les cellules dNK sont HLA-DR+, indicateur d’une activité lytique, ou au moins d’un 
engagement de certains récepteurs activateurs par des ligands autres que physiologiques (Hanna et al., 
2004). Enfin, certains mécanismes d’immunoévasion utilisés par le HCMV pour échapper à la réponse 
des cellules NK sont retrouvés dans la decidua basalis (Markel et al., 2002). Il est à noter que bien que 
les infections les plus graves sont celles qui touchent le fœtus durant le premier trimestre, le taux de 
transmission est plus élevé en fin de grossesse. Ce qui est inversement corrélé au nombre de cellules 
dNK, qui est plus élevé au début de la grossesse (Enders et al., 2011). 
 Les cellules NK sont des cellules très importantes dans l’immunité anti-Herpesvirus. Etant 
donné l’abondance des cellules dNK dans la decidua basalis, et leur potentiel cytotoxique, nous avons 
émis l’hypothèse que ces cellules interviennent dans le contrôle des infections congénitales et dans la 








Les cellules dNK constituent la population immunitaire majoritaire dans la decidua basalis. 
De plus, bien qu’il y ait un contrôle très strict de leurs fonctions, notamment de leur fonction 
cytotoxique, les cellules dNK expriment fortement les molécules lytiques telles que la perforine et les 
granzymes. En tant qu’effecteur majeur de la réponse cellulaire innée, les cellules NK constituent la 
première ligne de défense contre les infections virales. Le fait que la transmission in utero de 
pathogènes se produise surtout dans le troisième trimestre de la grossesse laisse penser que dans 
certaines conditions les signaux inhibiteurs ne seraient plus dominants et les cellules dNK pourraient 
alors exercer leur fonction cytotoxique pour empêcher la transmission des pathogènes au fœtus. A ce 
jour, aucune étude n’a été réalisée avec des cellules dNK fraîchement isolées en condition d’infection. 
Les objectifs de la première partie de la thèse étaient donc les suivants : 
1) Les cellules dNK sont considérées comme incapables de polariser la perforine à la zone de contact 
avec une cellule cible, ou encore d’exercer une activité cytotoxique contre des cibles classiques de 
cellules NK. Toutefois, aucune étude n’a été effectuée avec des cellules dNK fraîchement isolées au 
contact de cellules autologues infectées ou non. Des cocultures de ce type pourraient fournir des 
signaux qui sont absents lors de tests avec d’autres cibles, ce qui pourrait expliquer les phénomènes 
observés. Nous avons donc voulu déterminer si, au contact de cellules stromales de la decidua 
infectées par le HCMV, les cellules dNK mobilisaient leur machinerie lytique à la synapse 
immunologique formée avec une cellule cible infectée et exerçaient une activité cytotoxique.  
2) Le potentiel cytotoxique des cellules dNK est parfaitement contrôlé au cours d’une grossesse 
normale, afin d’éviter des dommages au fœtus. Toutefois, l’infection de cellules saines par un 
pathogène entraîne des modifications dans l’expression des protéines de surface, notamment des 
molécules HLA de classe I, ligands des récepteurs inhibiteurs des cellules dNK. L’objectif suivant 
était donc de déterminer les mécanismes qui gouvernent la levée de l’inhibition de la fonction 
cytotoxique des cellules dNK, notamment par identification des couples récepteurs/ligands qui 
interviennent dans les interactions avec les cellules stromales déciduales infectées par le HCMV. 
3) L’activation des cellules NK et la réponse à un pathogène entraîne des modifications phénotypiques 
des cellules effectrices. Nous avons voulu analyser les modifications phénotypiques associées aux 
modifications de fonctions des cellules dNK lors d’une réponse au HCMV. 
4) La fonction principale des cellules dNK en condition physiologique est de sécréter de grandes 
quantités de chimiokines et de facteurs de croissance, qui aident à l’implantation embryonnaire. 
Lorsque les cellules NK du sang répondent à une infection, elles sécrètent des cytokines pro-
inflammatoires qui aident au recrutement et à l’activation des autres populations immunitaires. Le 
dernier objectif était donc de déterminer si le contact des cellules dNK avec des cellules stromales 
déciduales infectées par le HMCV modifiait le profil de cytokines et de chimiokines sécrétées.  

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Ce premier travail nous a permis de mettre en évidence des modifications phénotypique et 
fonctionnelle des cellules dNK lorsque ces cellules sont placées dans des conditions d’infection. 
Les résultats que nous avons obtenus au cours de ce travail, ainsi que d’autres données de la 
bibliographie indiquent des différences dans les fonctions induites après engagement de certains 
récepteurs activateurs entre les cellules dNK et pNK. Ainsi, l’engagement de NKp30 n’induit pas la 
polarisation de la perforine, ni le déclenchement d’une activité cytotoxique. De même, dans notre 
étude, le blocage de l’interaction entre NKp44 et son/ses ligand(s) exprimé(s) par des fibroblastes de 
décidua infectés par le HCMV montre une augmentation de l’activité cytotoxique des cellules dNK. 
Ce qui peut indiquer que NKp44 agisse comme récepteur inhibiteur de l’activité des cellules dNK. 
Les gènes qui codent les NCR peuvent donner lieu à plusieurs transcrits, qui comportent un 
nombre d’exons différents. Ainsi, certains transcrits de NKp44 ont un exon supplémentaire qui code 
pour une portion intracellulaire. Cette partie intracellulaire contient un motif ITIM qui peut être 
phosphorylé dans certains cas et aboutir à une inhibition des fonctions cytotoxiques des cellules NK. 
La deuxième partie de mon travail de thèse a donc consisté à analyser l’expression des transcrits des 
NCR dans les cellules dNK et pNK et leur impact sur la fonction des deux types cellulaires. Les 
objectifs de ce deuxième travail sont les suivants : 
1) Les différences de fonctions peuvent s’expliquer par une différence dans l’expression des transcrits 
de NKp30 et NKp44 entre cellules dNK et pNK. Le premier objectif de ce travail est d’analyser dans 
quelles proportions les transcrits de ces récepteurs sont retrouvés dans les deux types cellulaires, et s’il 
y a des transcrits « favorisés ».  
2) Le second objectif de ce travail est déterminer les mécanismes par lesquels les cellules dNK et pNK 
« favorisent » l’expression de certains transcrits par rapport à d’autres. Les cellules dNK et pNK 
évoluent dans des environnements différents. L’hypothèse formulée est que le microenvironnement 
particulier de l’utérus gestant, notamment l’environnement cytokinique, jouerait un rôle sur 
l’expression des transcrits. 
3) L’expression différentielle de transcrits des NCR pourrait moduler la fonction des cellules NK. Le 
dernier objectif est d’étudier l’impact de la modulation de l’expression des isoformes des NCR sur les 
fonctions cytotoxiques et cytokiniques des cellules pNK. 
Durant la seconde partie de ma thèse, nous avons pu montrer que les cellules dNK et pNK 
expriment différentiellement les transcrits de NKp30 et NKp44. Les cellules dNK expriment 
davantage les isoformes inhibitrices de ces récepteurs. Enfin, nous avons pu montrer que 
l’environnement cytokinique particulier de l’utérus gestant influe sur cette expression, et donc sur la 








Human Cytomegalovirus Infection Elicits New Decidual Natural Killer Cell 
Effector Functions 




Le rôle des cellules NK du sang périphérique dans le contrôle des infections virales, 
notamment la réponse anti-Cytomégalovirus Humain (HCMV), est clairement établi (Biron et al., 
1989; Orange, 2002). Le HCMV est un virus généralement asymptomatique chez les hôtes 
immunocompétents. Mais il peut provoquer des troubles importants en cas de réactivation chez des 
personnes immunodéprimées ou dans les cas de transmissions au fœtus in utero. Pourtant, le taux de 
transmission au fœtus est relativement faible durant le premier trimestre de la grossesse. Peu de 
données sont disponibles pour expliquer la relative protection apportée au fœtus au cours du premier 
trimestre de la grossesse. 
 Le premier trimestre de la grossesse est marqué par une accumulation importante de cellules 
immunes maternelles dans la decidua basalis, le lieu d’implantation embryonnaire. Les cellules 
Natural Killer déciduales (dNK) représentent 70% des leucocytes présents. Leur rôle dans 
l’implantation fœtale et le remodelage vasculaire utérin est bien connu. En revanche, l’implication des 
cellules dNK dans des réponses immunes protectrice n’a pas été élucidée.  
 Le potentiel cytotoxique des cellules dNK apparaît très bien contrôlé durant la grossesse, pour 
éviter des dommages aux cellules trophoblastiques d’origine fœtale. Des études ont ainsi démontré que 
les cellules dNK sont incapables de polariser leur centre organisateur de microtubules suite à la 
reconnaissance d’une cellule cible (Kopcow et al., 2005), ce qui empêche le relargage des granules 
lytiques. Le VEGF-C sécrété en grandes quantités par les cellules dNK augmente l’expression des 
molécules du CMH-I par les cellules stromales de la décidua, ce qui favorise l’interaction avec les 
récepteurs inhibiteurs des cellules dNK (Kalkunte et al., 2009). 
 Toutefois, une étude a démontré que des cellules dNK fraîchement isolées et stimulées via le 
récepteur activateur NKp46 ont la capacité de mobiliser leur machinerie lytique et de déclencher une 
réponse cytotoxique. Cette capacité semble parfaitement contrôlée par l’engagement du récepteur 
inhibiteur NKG2A par son ligand HLA-E, exprimé par les cellules stromales déciduales ainsi que par 
les cellules trophoblastiques (El Costa et al., 2008). Dans des conditions physiopathologiques, les 
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cellules dNK recevraient des signaux activateurs suffisamment forts pour lever l’inhibition de leur 
fonction cytotoxique.  
 Nous avons choisi de tester cette hypothèse dans le cas d’une infection par le HCMV, qui pose 
problème si la séroconversion de la mère se produit durant la grossesse. Pour cela, nous avons 
développé un modèle d’infection in vitro de cellules déciduales et nous avons analysé les différentes 
étapes aboutissant au déclenchement d’une réponse cytotoxique des cellules dNK provenant des 
mêmes donneurs. Nous avons ainsi démontré pour la première fois que suite à la reconnaissance d’une 
cible autologue infectée par le HCMV, les cellules dNK sont capables de mobiliser leur machinerie 
lytique, de dégranuler et d’induire la lyse des cellules cibles infectées. Le déclenchement de l’activité 
cytotoxique en réponse à l’infection par le HCMV dépend de l’engagement des récepteurs activateurs 
NKG2D et NKG2C/E par leurs ligands respectifs qui sont modulés par l’infection. La levée de 
l’inhibition de l’activité cytotoxique est accompagnée de modifications importantes du profil 
sécrétoire des cellules dNK.  
 Pour valider ces observations, nous avons développé un modèle de placenta infectés par le 
HCMV. Dans ce modèle de culture d’explants de villosités chorioniques humaines du premier 
trimestre de grossesse, nous avons montré que les cellules dNK sont capables d’infiltrer in vitro les 
tissus fœtaux infectés, dont elles sont normalement exclues. Nous avons ensuite utilisés des placentas 
issus d’interruption médicalisée de grossesse pour cause d’infection par le HCMV. L’analyse en 
immunohistologie a révélé la présence de cellules CD56 positives à proximité des cellules infectées. 
L’ensemble de ces travaux suggère qu’in utero les cellules dNK pourraient apporter une protection au 
fœtus en cas d’infection de la mère par un pathogène. 
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Abstract
During the first trimester of pregnancy the uterus is massively infiltrated by decidual natural killer cells (dNK). These cells are
not killers, but they rather provide a microenvironment that is propitious to healthy placentation. Human cytomegalovirus
(HCMV) is the most common cause of intrauterine viral infections and a known cause of severe birth defects or fetal death.
The rate of HCMV congenital infection is often low in the first trimester of pregnancy. The mechanisms controlling HCMV
spreading during pregnancy are not yet fully revealed, but evidence indicating that the innate immune system plays a role
in controlling HCMV infection in healthy adults exists. In this study, we investigated whether dNK cells could be involved in
controlling viral spreading and in protecting the fetus against congenital HCMV infection. We found that freshly isolated
dNK cells acquire major functional and phenotypic changes when they are exposed to HCMV-infected decidual autologous
fibroblasts. Functional studies revealed that dNK cells, which are mainly cytokines and chemokines producers during normal
pregnancy, become cytotoxic effectors upon their exposure to HCMV-infected autologous decidual fibroblasts. Both the
NKG2D and the CD94/NKG2C or 2E activating receptors are involved in the acquired cytotoxic function. Moreover, we
demonstrate that CD56pos dNK cells are able to infiltrate HCMV-infected trophoblast organ culture ex-vivo and to co-localize
with infected cells in situ in HCMV-infected placenta. Taken together, our results present the first evidence suggesting the
involvement of dNK cells in controlling HCMV intrauterine infection and provide insights into the mechanisms through
which these cells may operate to limit the spreading of viral infection to fetal tissues.
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Introduction
Human cytomegalovirus (HCMV) infection is mostly asymp-
tomatic in healthy adults and results in the establishment of long
term latency. On the contrary, life threatening diseases may occur
in immunocompromised patients after viral reactivation or
primary HCMV infections. HCMV is the most common cause
of intra-uterine viral infections and a leading cause of congenital
infection [1,2]. Even though maternal-fetal transmission is not
systematic [3], the prevalence of HCMV transmission is about
30% in the first trimester of pregnancy and can reach up to 72%
in the third trimester [4]. It is believed that the first steps of
infection and amplification take place in the decidua where both
maternal and fetal cells are in close contact [5].
Human placentation is associated with a large increase of
decidual NK cells (dNK). During the first trimester of pregnancy,
dNK cells are the major population of maternal immune cells as
they count for 70% of total immune cells present in the decidua in
the first trimester of pregnancy [6,7], whereas other immune cells,
macrophages, T cells (including CD8, CD4 and cd T cells) and
dendritic cells count for 20, 10 and 2% respectively. The role of
dNK cells during pregnancy is not yet fully understood. Their
contribution to successful placentation versus their potential ability
to exert cytotoxicity remains a major paradox [8,9]. By secreting a
unique profile of cytokines/chemokines and angiogenic factors,
dNK cells are thought to be crucial for successful placentation and
materno-fetal immune tolerance [9–15]. dNK cells exhibit
different phenotypic and functional characteristics from other
peripheral blood NK cells (pNK). The majority of dNK cells are
CD56brightCD16neg and they express a repertoire of activating and
inhibitory receptors (NKRs) that resembles that of early differen-
tiation stages of pNK cells [9,16–19]. The lack of dNK cell
cytotoxicity has been attributed to defects in the formation of the
immunological synapse and/or failure of 2B4 receptor to convey
activating signals [8,20,21].
In contrast to the clearly defined role of human and mouse pNK
cells in controlling viral infections [22–31], little is known about
the ability of dNK cells to control viral infections during
pregnancy [17,32,33]. dNK cells represent the major decidual
lymphoid population in the first trimester of pregnancy [7,6] and
vertical transmission of HCMV to the fetus is quite low during this
trimester, therefore it is conceivable that dNK cells might be
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involved in limiting HCMV viral spreading to fetal tissues. To test
this possibility, we have conducted detailed analysis of functional
and phenotypic changes of first trimester of pregnancy dNK cells
after their exposure to infected target autologous fibroblasts. We
found that dNK cells acquire cytotoxic effector function that is
associated with phenotypic alterations in their receptor repertoire
expression and involves key receptor-ligand pairs. Furthermore,
we found that dNK cells were able to sense HCMV infection,
migrate and infiltrate placental tissues both in tissue organ culture
and in situ in HCMV-infected placenta. These results suggest that
dNK cells control HCMV spreading across mucosal tissues
probably through the acquisition of cytotoxic profile.
Results
Decidual NK cells efficiently kill HCMV-infected
autologous target cells
Our previous study provided evidence indicating that cytolytic
function of dNK cells during normal pregnancy is partially
controlled by negative signals that involve NKG2A receptor [9]
suggesting that such function might be modulated upon viral
infections. Therefore, to test the possible involvement of dNK cells
in controlling HCMV infection we examined their cytotoxic
effector function against HCMV-infected autologous decidual
fibroblasts. dNK cells and decidual fibroblasts (Figure S1A) were
purified from the same decidua basalis. High purity fibroblasts
(Vimentinpos and Cytokeratin-7neg, Figure S1A) were infected with
two strains of HCMV; the VHLE clinical isolate and the
laboratory strain AD169. Decidual fibroblasts were efficiently
infected by both strains as evidenced by staining for HCMV-IE
nuclear protein (Figure S1B and data not shown) where more than
60%63 (mean 6 S.D.) of cells were infected after 48 h (Figure
S1C).
Through co-cultures in autologous settings, we then investigated
the cytotoxicity of dNK cells by conventional chromium release
assay. Neither dNK cells nor pNK cells killed efficiently HCMV-
infected decidual fibroblasts after 4 h of contact (Figure S2A & B).
However, after 18 h dNK cells efficiently killed VHLE- or AD169-
infected fibroblasts (Figure 1A & B). With both strains up to 75%
of killing was reached at the effector to target ratio of 50 and no
killing of autologous uninfected fibroblasts was observed indicating
the specificity of the cytotoxic function against HCMV-infected
targets. Significant increases were also observed in pNK cell lysis
of HCMV-infected autologous fibroblasts after 18 h of contact
(Figure S2C). Given that no major differences were observed
between VHLE or AD169 strains, we extended the analysis of
dNK cell cytotoxicity to a cohort of 10 decidua basalis and
confirmed that dNK cells can specifically kill AD169-infected
fibroblasts, although with some variable efficiency (Figure 1C).
Taken together, these data suggest that under HCMV infection
dNK cells become cytotoxic against infected autologous fibro-
blasts.
To further confirm the cytotoxic function of dNK cells, we next
investigated lytic capacities of dNK cells in an MHC mismatched
(heterologous) setting (Figure S2D–E). dNK cells were purified
from one decidua basalis and their killing activity was tested against
either uninfected or HCMV-infected heterologous decidual
fibroblasts. While very little killing was observed after 4 h of
contact (Figure S2D), up to 60% of uninfected and HCMV-
infected heterologous fibroblasts were killed after 18 h of contact
(Figure S2E). To exclude any external bias that could be
responsible for initiating dNK cell cytotoxicity against heterolo-
gous fibroblasts, we tested the ability of dNK cells to kill K562
classical NK cell targets (Figure S2F). In agreement with previous
studies [21], very little lysis was observed in the presence of dNK
cells while pNK cells killed up to 75% of K562 cells (Figure S2F).
Further analyses demonstrate that while dNK cells killed more
than 55% of HCMV-infected autologous fibroblasts after 18 h of
contact, they did not kill semi-allogeneic fetal trophoblasts (Figure
S2G). In the same manner pNK cells did not kill semi-allogeneic
trophoblasts (data not shown).
These observations suggest that dNK cells that are tolerant both
in vivo and in vitro to semi-allogeneic fetal trophoblasts become
activated when there is a danger signal such as HCMV-infection.
Cytotoxic effector function of dNK cells is independent of
TRAIL or FasL killing pathway
NK cells achieve target cell killing either through delivery of
soluble mediators or by triggering death receptor-ligand pathways
such as Fas ligand (FasL) or the tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL). To provide insights into the
mechanisms involved in dNK cell killing of HCMV-infected
fibroblasts, we investigated the involvement of the death receptor-
ligand pathway (Figure 1D–E). We used neutralizing antibodies to
either TRAIL or FasL that are expressed on dNK cells, to block
their interaction with cognate death receptors expressed on target
cells. After 18 h of co-culture, the blockade of either FasL
(Figure 1D) or TRAIL (Figure 1E) did not affect dNK cell
cytotoxicity against HCMV-infected autologous fibroblasts. The
blocking ability of both mAbs was confirmed since they prevented
TRAIL- or FasL-induced killing of Jurkat cell line (see Figure
S2H). These data strongly suggest that dNK cell killing of HCMV-
infected fibroblasts proceeds through mechanisms independent of
the death receptor-ligand pathways.
dNK cells engage immune synapse with HCMV-infected
autologous fibroblasts and polarize their lytic machinery
towards HCMV-infected targets
The delivery of perforin/granzyme lethal hits is a highly
regulated multistep mechanism that involves the formation of a
dynamic structure, namely immunological synapse (IS), between
NK cell and its target [34]. We undertook a stepwise approach to
dissect the involvement of perforin-induced killing mechanisms.
First, we analyzed the capacity of dNK cells to form IS with
autologous targets. Conjugates formation between dNK cells and
Author Summary
Human cytomegalovirus (HCMV) is a herpes virus that can
establish persisting infection in immunocompetent hosts.
HCMV primary infection during pregnancy is devastating;
it can result in up to 75% of congenital infections and it is a
known cause of fetal death. The immune system and
particularly natural killer cells (NK) are known to play a key
role in the clearance of several viruses in healthy adults.
Whether decidual NK cells (dNK), present in the pregnant
uterus, have a role during HCMV infection is not known.
We analyze changes in dNK cell function and phenotype in
the presence of HCMV-infected targets in an autologous
setting. We demonstrate the acquisition of cytotoxic
profile which is associated with changes in dNK cell
receptor repertoire and cytokine production. Finally, we
find that dNK cells are able to sense HCMV infection,
migrate and infiltrate infected tissues both in tissular organ
culture and in situ in infected placenta. Together our
results present the first report demonstrating the involve-
ment of dNK cells in controlling HCMV infection.
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Figure 1. dNK cells are cytotoxic against HCMV-infected autologous fibroblasts. Decidual fibroblasts were kept uninfected or infected for
48 h with HCMV. dNK cell cytotoxicity was determined by 51Cr-release assay after 18 hours of contact at different E/T ratios. (A) Fibroblasts were
infected with VHLE clinical isolate (n = 3), (B) cells infected with AD169 laboratory strain of HCMV (n= 5). (C) Analysis of dNK cell cytotoxicity from a
cohort of 10 decidua samples at the 50 to 1 ratio. (D) dNK cells were pre-incubated with anti-FasL or (E) anti-TRAIL blocking mAbs at the final
concentration of 10 mg/ml for 20 min and cytotoxicity was monitored after 18 h. Control (CTRL), lysis performed in the presence of IgG control. Each
data point is calculated as the mean lysis 6 S.D. from at least five independent experiments done in replicate tissue culture wells. Statistical
comparisons of mean lysis of uninfected versus HCMV-infected were performed using two-way ANOVA test. ***, p,0.001; **, p,0.01; ns, not
significant, p.0.05.
doi:10.1371/journal.ppat.1003257.g001
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uninfected/HCMV-infected autologous decidual fibroblasts was
analyzed after 20 min of interaction by monitoring F-actin
remodeling and confocal microscopy. Although dNK cells
recognized both uninfected and HCMV-infected target cells, as
evidenced by their actin-enriched flattened shape (Figure S3A),
only 17% uninfected cells were engaged in conjugates with dNK
cells while more than 55% AD169-infected fibroblasts were
recognized by dNK cells (Figure S3B). Thus, dNK cells form
conjugates preferentially with HCMV-infected fibroblasts and
reorganize their F-actin cytoskeleton at 20 min.
Being critical for the trafficking and delivery of lytic granules to
the IS in NK cells [35,36], we then analyzed the microtubule
organizing center (MTOC) (Figure 2A) and the Golgi apparatus
polarization (Figure S3A) in fixed conjugates after 20 min of
interaction. dNK cells in contact with uninfected cells displayed a
random localization of the MTOC (Figure 2A). In contrast, the
majority of conjugates formed with HCMV-infected targets
displayed a reoriented dNK cell MTOC towards the immune
synapse (Figure 2A). We then finely defined the MTOC
reorientation by measuring the distance between dNK cell MTOC
and the center of the IS for each conjugate (defined as the center of
the interaction zone dNK cell-target, see scheme Figure 2B). The
distance between the MTOC and the center of IS showed a quite
compact distribution in dNK cells that contacted AD169-infected
fibroblasts with a mean distance of 4.661.25 mm (mean 6 S.D.)
(Figure 2B). In contrast, the distance from the MTOC to the
center of the contact zone was very variable in dNK cell that
formed conjugates with uninfected cells (Figure 2B) with a mean
distance of 9.163.4 mm (mean 6 S.D.).
We next analyzed the distribution of lytic granules containing
perforin after 20 min of conjugation (Figure 2). Similar to the
MTOC, perforin containing granules were localized in a random
manner, but upon recognition of HCMV-infected cells, dNK cells
polarized their perforin containing granules with the MTOC close
to the contact zone (Figure 2A). Quantification of perforin
polarization in a large number of immune synapses, demonstrated
that while the majority of dNK cells that formed immune synapse
with AD169-infected fibroblasts showed polarization of their lytic
granules (8364%), only 28% of dNK cells showed polarization
towards uninfected targets (Figure 2C). Interestingly, when using a
mixture of infected and non infected cells (one to one ratio), dNK
cells polarize their MTOC and secretory machinery preferentially
towards HCMV-infected fibroblasts (data not shown). Consistent
with the MTOC and lytic granules, the Golgi apparatus was also
distributed in clusters close to the MTOC only in dNK cells that
formed immune synapses with AD169-infected fibroblasts (Figures
S3A), but not in those that formed conjugates with uninfected
targets (Figure S3A see right enlargement panels).
One of the critical step in the NK-IS formation includes the
clustering of specific receptors that contribute to NK cell activation
[34]. Despite the fact that CD9 would have been a better choice as
it is mainly expressed by dNK cells but not pNK, decidual
fibroblasts (data not shown) and other human fibroblasts express
substantial amounts of this receptor [37,38] we choose to analyze
the localization of CD2 receptor for two main reasons. CD2 is
expressed on the majority of dNK [9,21] and it has been shown to
rapidly cluster at the NK-IS [34,39,40]. Confocal analyses
revealed that CD2 receptor microclusters were concentrated at
the intercellular contact zone only in dNK cells that formed
conjugates with infected fibroblasts (Figure S3C). We did not
observe any changes in CD56 localization (data not shown). Thus,
dNK cells engage mature immune synapse with HCMV-infected
autologous fibroblasts that is characterized by polarization of the
MTOC, the secretory machinery and clustering of CD2 activating
receptor at the intercellular contact zone.
We next examined whether dNK cells were able to degranulate
upon recognition of HMCV-infected fibroblasts by analyzing the
cell surface expression of the Lysosomal-associated membrane
protein 1 (LAMP1/CD107a) (Figure 2D). The kinetics of CD107a
cell surface expression by dNK cells in contact with HCMV-
infected autologous fibroblasts was carried out for 8 hours. Very
little variations were observed within the first four hours of contact.
After six hours of contact, a significant increase of CD107a
expression was observed in dNK cells that are in contact with
HCMV-infected autologous fibroblasts. The degranulation
reached maximal level by 8 hours of contact (Figure 2D). The
significant increase in CD107a cell surface expression indicates
that IS formation is accompanied by efficient release of lytic
granules and that dNK cells cytotoxicity is perforin-dependent but
only after six hours of contact.
Collectively, these findings indicate that dNK display cytotoxic
activity towards HCMV-infected autologous decidual fibroblasts
but also emphasize the unique properties of dNK cells cytotoxicity.
Even if dNK cells can form mature IS within normal range of time
they do need extended time frame in order to release their lytic
granules and perform efficient killing of HCMV-infected autolo-
gous fibroblasts.
HCMV infection modulates dNK cell receptor repertoire
The repertoire of NK activating and inhibitory receptors
(NKRs) plays a critical role in cytotoxic activity of pNK cells
and modulation of NKRs expression by these cells is often
associated with their response to HCMV [30]. Thus, to provide
further insights into the mechanisms involved in dNK cell cytolytic
activity against HCMV, we analyzed whether these cells modulate
their NKRs repertoire upon recognition of infected fibroblasts
(Figure 3). Similar to freshly isolated dNK cells (data not shown),
more than 76.365% (mean 6 S.D.) of dNK cells co-cultured with
uninfected autologous fibroblasts were CD56bright (Figure 3).
Exposure to HCMV-infected fibroblasts significantly decreased
the percentage of CD56bright dNK cells (4866.3%), but signifi-
cantly increased the percentage of CD56dim cells (4064%). The
dampening down of CD56 expression was observed even after
18 hours of contact (Figure S4B) consistent with the acquisition of
the cytotoxic profile. The changes in CD56 expression profile is
always associated with the acquisition of CD16 expression (41%
compared to 4.3%). There was a slight decrease in the mean
fluorescence intensity of CD69 but the absolute number of
CD69pos dNK cells (8565%) did not vary after contact with
HCMV-infected fibroblasts. Although optimal changes were
reached by 48 h, our data demonstrate that HCMV infection
orchestrate dampening of CD56 and increase of CD16 expression
observed as early as 18 h of contact (Figure S4B) which is
consistent with acquisition of a cytotoxic profile.
To further characterize phenotypic changes in dNK cell
receptor repertoire, we analyzed the expression of natural
cytotoxicity receptors (NCRs) (NKp30, NKp44, and NKp46),
NKG2D that recognize viral or stress induced ligands and
NKG2A or C receptors that are expressed by a large fraction of
dNK cells and recognize HLA-E molecules (Figure 3). The
frequency of dNK cells expressing NKp44 activating receptor was
significantly increased in dNK cells that were exposed to HCMV-
infected fibroblasts as compared to those exposed to uninfected
fibroblasts (90% versus 46%). Furthermore, co-culture with
infected cells also induced major changes in the expression of
NKp46 receptor. A significant shift in the fluorescence intensity
towards an NKp46low profile with a complete loss of the bimodal
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NKp46hi and NKp46low expression pattern was observed when
dNK cells were exposed to HCMV-infected cells. More than 80%
of dNK cells become NKG2C+ after their exposure to HCMV-
infected fibroblasts, while only minor yet reproducible decreases in
the percentage of NKG2A+ cells was observed. Exposure to
HCMV-infected cells induced significant decrease in the percent-
age of cells expressing KIR2DL1, KIR2DL4 and ILT-2, while no
changes were observed with those expressing KIR2DL2/3 (Figure
S4A). Some of the changes in the expression of dNK cell repertoire
were observed after 18 hours of contact (Figure S4B) while only
discrete changes were observed for pNK cells (Figure S4C) further
highlighting the originality of dNK cells and stretching their
differences compared to pNK cells. Altogether, our data indicate
that HCMV infection induces major changes in dNK cell receptor
repertoire with increases in NKp44, NKG2C and decreases in
NKp46, KIR2DL1, KIR2DL4 and ILT2 expression.
It has been suggested that de novo expression of MHC-II by NK
cells and their acquisition of an APC-like phenotype could regulate
the activation of numbering immune cells in particular T cells.
Therefore, to further examine the modulation in dNK cells
properties and phenotype upon exposure to HCMV-infected
fibroblasts we examined the expression of HLA-DR in dNK cells
co-cultured with infected and non-infected cells (Figure 3). A great
fraction of dNK cells exposed to HCMV-infected fibroblasts, but
not uninfected cells, acquired significant de novo expression of
MHC-II DR at their cell surface (48%) displaying a bimodal
distribution of fluorescence with a prevalence of positive cells
expressing intermediate levels of these cell surface molecules. The
acquisition of HLA-DR expression was effective even after
18 hours of contact (Figure S4B). Increases of HLA-DR expression
were also observed in pNK cells that were in contact with HCMV-
infected autologous fibroblasts (Figure S4C).
Taken together, these data show that exposure to HCMV-
infected fibroblasts not only modulates dNK cell receptor
repertoire but also increases the expression of key elements of
adaptive response (HLA-DR).
NKG2D and CD94/NKG2 activating receptors modulate
dNK cell responsiveness to HCMV-infected fibroblasts
Cytotoxic function of NK cells could involve several NKRs. To
provide insights to their possible involvement in dNK cell
cytotoxicity against HCMV-infected fibroblasts, we took advan-
tage of Fc-chimeras to analyze NKR ligands expression in
uninfected, AD169-infected (Figure 4A), or VHLE-infected
(Figure S5A) decidual fibroblasts. Uninfected fibroblasts expressed
low levels of NKp30L. Similar to human fetal foreskin fibroblasts
(HFFF) [41], HCMV infection led to an increase in NKp30L
expression by decidual fibroblasts (Figure 4A, S5A). Decidual
fibroblasts expressed low levels of NKp46L that was further
decreased after HCMV infection. By contrast to NKp30L, ligands
for NKp44, and NKG2D were highly expressed in uninfected
decidual fibroblasts (Figure 4A, S5A). Both HCMV strain induced
significant decreases in the expression of NKp44L and NKG2DL
(Figure 4A, S5A).
We then investigated whether HCMV infection affected the
expression level of HLA-E cell surface molecules. As shown in
figure 4A (and S5A), decidual fibroblasts expressed both the
nonclassical HLA-E and the classical HLA-A,-B,-C molecules at
their surface. While infection with HCMV resulted in a significant
decrease in HLA-E expression, only small effect was observed for
the expression of classical HLA-A,-B,-C. This striking observation
of HLA-E downregulation by HCMV prompted us to perform
further analyses comparing the impact of HCMV infection in
additional decidual fibroblasts and in other cells (Figure S5B).
Consistently, we observed downregulation of cell surface expres-
sion of molecules HLA-E in HCMV-infected decidual fibroblasts
(Figure 4, S5A, S5B). Consistent with previous studies using HFFF
cells [42,43] and in contrast to decidual fibroblasts, HCMV
resulted in upregulation of cell surface HLA-E in MRC-5
fibroblasts and in HEK293T cells (Figure S5B and data not
shown). We also observed a small decrease in the level of HLA-A,-
B,-C in these cell lines (Figure S5B and data not shown). Western
blot analyses of total amount of HLA-E molecules demonstrated
that HCMV-infection did not affect total amount of HLA-E
proteins in decidual fibroblasts while increased levels were
observed in MRC-5 cells expression (Figure S5C). The CD94/
NKG2X (-A, -C or -E) family members recognize HLA-E
molecule but these receptors can transmit opposing signals
[23,44,45]. The differences between the two systems imply that
HCMV infection of decidual fibroblasts might trigger their
recognition and promote their killing through engagement of
CD94/NKG2C/E activating receptors. This is in line with
observed up-regulation of NKG2C on dNK upon their recogni-
tion of infected decidual fibroblast (Figure 3) and the high levels of
NKG2E on dNK cells [12].
Using Fc-chimeric proteins to block specific receptor/ligand
interactions, we found that neither blockade of NKp30 (Figure 4B)
nor of NKp46 (Figure 4C), both modulated upon HCMV
infection, interaction with their putative ligand(s) had an effect
on dNK cell killing of autologous HCMV-infected fibroblasts.
Blocking the interaction of NKp44 activating receptor with its
ligand resulted in 50% increased killing of infected autologous
fibroblasts (Figure 4D). In contrast, interference with NKG2D
receptor ligation induced a significant decrease in dNK cell
cytotoxicity; the mean lysis of HCMV-infected fibroblasts was
50% whereas only 20% of infected cells were lysed in the presence
of NKG2D-Fc chimeric protein (Figure 4E). The decrease in
cytotoxicity after blockade of NKG2D ligation to its cognate
Figure 2. Polarization of the MTOC and lytic granules to the immune synapse formed with HCMV-infected fibroblasts. Uninfected
(AD1692) or HCMV-infected (AD169+) decidual fibroblasts (F) plated on glass coverslips were incubated with autologous dNK cells (dNK) for 20 min at
37uC. (A) Representative images of maximum intensity projection. Microtubules (a-tubulin in green), lytic granules containing Perforin (red), HCMV-IE
antigen (blue). Arrowhead points to the MTOC polarization (aster). Bar represent 20 mm. (B) Left cartoon shows schematic representation of the
immunological synapse (IS), D (distance in mm). The center of IS was defined as the center of the contact zone between dNK and target cell (see
cartoon, red line). Zero on the Y axis (mm) represents synaptic area; blue dot represents the microtubule organizing center (MTOC) and microtubules
are in green. The MTOC polarization (Right graph) defined by the distance between the MTOC and the center of IS formed with uninfected (AD1692)
and HCMV-infected (AD169+) fibroblasts. Distances were calculated for 50 conjugates from five independent experiments. Statistical analysis was
performed using unpaired Student’s t-test. ***, p,0.001. (C) Percentage of conjugates showing polarized perforin containing granules to the NKIS.
Results from 5 independent conjugations were averaged, values represent means and S.D.s. At least 300 conjugates were analyzed. Statistical analysis
was performed using unpaired Student’s t-test. *** p= 0.0002. (D) Kinetic of CD107a cell surface expression was analyzed by flow cytometry on dNK
cells that were in contact with uninfected or AD169-infected autologous fibroblasts. Values presented in the bar graphs are mean values calculated
from three independent experiments done in triplicates at the ratio 1 to 1. Error bars are SEM. Statistical comparisons were performed using unpaired
Student’s t-test, ** p,0.01.
doi:10.1371/journal.ppat.1003257.g002
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ligands expressed on HCMV-infected fibroblasts underscored a
role for NKG2D receptor in dNK cell cytotoxicity. Since neither
NKp30-Fc nor NKp46-Fc had an effect on dNK cells lysis, we
tested the ability of these chimeras to block pNK cell cytotoxicity.
The binding of either chimera significantly decreased the killing of
K562 cell line by pNK cells (Figure S6A) indicating that both
chimeras are functionally active.
Since HLA-E is a ligand for both inhibitory CD94/NKG2A
and activating CD94/NKG2C/E receptors, we explored its
involvement in dNK cell cytotoxic response against HCMV-
infected fibroblasts. To this end, we performed lysis assay in the
presence of an anti-HLA-E blocking monoclonal antibody.
Blockade of HLA-E ligation with its cognate receptor resulted in
a two-fold decrease of the sensitivity to dNK cell lysis (36%
Figure 3. Exposure to infected cells modulates dNK cell receptor repertoire expression. dNK cells were co-cultured with autologous
fibroblasts that were either uninfected or infected with HCMV-AD169 for 48 h. dNK cells were stained for surface expression of the indicated receptor
using fluorochrome-conjugated antibodies and analyzed by flow cytometry. Representative FACS histograms gated on CD56pos CD3neg dNK cells are
shown (n= 5). Specific receptors are indicated by the arrow. dNK cells in contact with uninfected fibroblasts are represented by black line, dNK cells in
contact with HCMV-infected fibroblasts are represented by shaded gray. Dotted gray line represents isotype-matched control Ig. One representative
histogram out of five independent experiments is shown.
doi:10.1371/journal.ppat.1003257.g003
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compared to 75% for IgG1 isotype control) (Figure 4F). This
inhibitory effect suggests that in our system model, HLA-E on
infected-fibroblasts binds to the CD94/NKG2C or -E activating
receptors rather than to CD94/NKG2A inhibitory receptor and
such binding could mediate the cytotoxic effect of dNK.
Examination of pNK cell cytotoxicity shows that even though
some minor changes were constantly observed with NKp30,
NKp46 and NKp44 receptors (Figure S6B–D), only the NKG2D
receptor played a major role in the killing of HCMV-infected
autologous decidual fibroblasts (Figure S6E) as its blockade
resulted in significant decrease in pNK cell cytotoxicity against
autologous fibroblasts. The blockade of HLA-E did not impair
pNK cell cytotoxicity (Figure S6F).
Taken together, our data uncover a crucial role of NKG2D and
CD94/NKG2C or -E activating receptors in dNK cell cytotoxic
response against HCMV-infected fibroblasts, while neither
NKp30 nor NKp46 are implicated in dNK cell response. By
contrast to its activating role in peripheral blood NK [24], NKp44
have an inhibitory effect in the control of dNK cell cytotoxic
function.
Exposure to infected fibroblasts modulates dNK cells
cytokine and chemokine secretion
In normal pregnancy, dNK cells are known to secrete great
amount of soluble factors that play a key role in trophoblast
attraction and vasculature remodeling. Since some of dNK cell
soluble factors have also been found in HCMV secretome [46], we
first analyzed the secretion profile of uninfected and HCMV-
infected decidual fibroblasts, using a 42-multiplexed cytokine/
chemokine/growth factor Luminex assay (Figure S7). Decidual
fibroblasts produced GRO-a/CXCL-1, sICAM-1, IL-6, IL-8,
IP10, MCP-1, MIP1b, MIP1b, and VEGF-A. After HCMV-
infection, mild variations were observed for IL-8, MIP-1b and
VEGF-A without reaching statistical significance and only IL-6
secretion was significantly increased in AD169-infected decidual
fibroblasts (1.7 fold increase) (Figure S7). To examine whether
HCMV infection modulates dNK cell secretion profile, we
analyzed specific dNK cell secretion in co-cultures either with
uninfected or HCMV-infected autologous decidual fibroblasts
(Figure 5). Although large variations were observed amongst the
donors, only a limited number of secreted cytokines, chemokines
and growth factors varied after 24 h of co-culture with HCMV-
infected autologous targets (Figure 5). Similar to freshly isolated
dNK cells ([9] and data not shown), dNK cells that were in contact
with autologous uninfected decidual fibroblasts produced VEGF-
A, sICAM-1, GRO-a/CXCL-1, IL-6, Granzyme B (GZ-B)
(Figure 5A), MIP-1b/CCL4, IL-8/CXCL8 and IP-10/CXCL10
(Figure 5B). They also produced substantial amounts of GM-CSF,
RANTES/CCL5, MIP-1a/CCL3 and low amounts of MCP-1/
CCL2 (Figure 5C). Stimulation of dNK cells with HCMV-infected
fibroblasts led to significant increased secretion of VEGF-A (1.6-
fold), sICAM-1 (1.7-fold), GRO-a/CXCL-1 (2-fold), IL-6 (1.5-
fold), GZ-B (2.1-fold) (Figure 5A) and MCP-1/CCL-2 (3.5-fold)
(Figure 5C). On the other hand, the production of MIP-1b, IL-8,
IP10 (Figure 5B), GM-CSF, RANTES, MIP-1a (Figure 5C) was
significantly decreased after stimulation with HCMV-infected
cells. Finally, all other cytokines and chemokines tested were either
below cut-off levels (IFN-c, IFN-v, TGF-a, TNF-a/b, IL-1b, IL-
2, IL2RA, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-15, IL-17A/F, EGF, E-
Selectin and Leptin) or did not vary after exposure to HCMV-
infected fibroblasts (basic FGF, IFN-a2, IFN-b, IL-1a, IL-1RA,
IL-22, SDF-1, sFas, sFasL, TRAIL, Eotaxin-3/CCL26, Fractalk-
ine/CX3CL1) (data not shown). Overall, these data demonstrate
that HCMV-infection modulates the secretory profile of dNK
cells, with increased production of cytotoxic factors that may
constitute virus-specific immune response.
dNK cells infiltrate HCMV-infected trophoblast
The maternal decidua is the main fetal-maternal interface where
maternal dNK cells are in close contact with invasive fetal
trophoblast. HCMV virions are believed to disseminate from
decidual cells to the invasive trophoblasts and in floating and
anchoring villous trophoblasts [5]. To support the relevance of our
results, we developed an organ culture model of trophoblastic villi
explants to assess the ability of dNK cells to infiltrate infected
tissues. Villous explants were isolated, infected (48 h) or not and
cultured for 2 h with autologous dNK cells that were labeled with
CellTraker Red. As shown in Figure 6A and supplementary
movies very few dNK cells were able to establish contact with
autologous uninfected trophoblast. However, large number of
dNK cells was able to infiltrate and establish close cellular contacts
within HCMV-infected organ explants. We were able to analyze
organ culture over 250 mm deep section and demonstrate that
dNK cells were able to formed synapse like structures with infected
cells throughout the section (see 3D-reconstitution movie). These
data demonstrate that dNK cells are able to sense and migrate
within the infected tissues.
We then investigated the ability of dNK cells to interact with
infected tissues in vivo; we analyze biopsies of placental samples
from 24–26 weeks HCMV+ termination of pregnancy (Figure 6B).
Thin sections of placental samples were analyzed by IHC for the
presence of NK cells using anti-CD56 marker and anti-CMV-IE
antibodies. Analysis of infected placenta showed that CD56pos cells
were present at the vicinity of infected HCMV positive cells
(Figure 6B) while no CD56pos cells were present in the HCMV
negative tissue. Together these results clearly demonstrate that
dNK (CD56pos) cells are able to infiltrate HCMV-infected tissue
both in vitro in organ culture model and in situ within HCMV+
placentas, providing thus solid evidence for the implication of
dNK cells in controlling HCMV infection and spreading.
Discussion
Despite their importance in maintaining healthy pregnancy, the
control of maternal HCMV infection and spreading by dNK cells
is not yet fully understood. Our study is the first to assign a critical
Figure 4. Functional analysis dNK cells specific receptors. (A) HCMV-infection modulates the expression of NKR ligands on decidual
fibroblasts. The binding of human NKp30-Fc, NKp46-Fc, NKp44-Fc, and NKG2D-Fc chimera was used to evaluate the cell surface expression of specific
receptor ligands. The expression of HLA-E and HLA-A,-B,-C molecules was evaluated using specific mAb. Uninfected fibroblasts are represented by
black line, HCMV-infected fibroblasts (shaded gray). Dotted gray line represents represent negative control or isotype-matched control Ig. One
representative FACS histogram out of five independent experiments is shown. (B–E) Decidual fibroblasts uninfected (AD1692) or infected (AD169+)
were incubated with soluble receptor-Fc fusion protein at the concentration of 1 mg/ml and dNK cell cytotoxicity was analyzed by chromium release
assay after 18 h of co-culture. Control lysis was performed in the presence of CD99-Fc chimera (CTRL). Lysis analyzed in the presence of (B) NKp30-Fc,
(C) NKp46-Fc, (D) NKp44-Fc, (E) NKG2D-Fc. (F) Analysis of NKG2A and NKG2C function was performed in the presence of blocking antibody against
HLA-E molecules (a-HLA-E). Control lysis performed in the presence of isotype match control Ig (CTRL). Data sets represent mean lysis6 S.D. from five
independent experiments done in replicate. Statistical comparisons were performed using two-way ANOVA test. ***, p,0.001; **, p,0.01.
doi:10.1371/journal.ppat.1003257.g004
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role to dNK cells in controlling maternal HCMV infection and in
limiting its spreading to fetal tissues through their capacity to
acquire potent cytotoxic activity when in contact with infected
decidual cells. During normal pregnancy, the majority of dNK
cells are CD56brightCD16neg. They secrete a large panel of
cytokines and chemokines that are necessary for placental
development. We demonstrate that dNK cells undergo phenotypic
and cellular changes that allow them to recognize and kill
autologous HCMV-infected cells in a FasL- and TRAIL-
independent manner.
Immunological synapse formation is a crucial step for the
delivery of lethal hits by effector cells. Rapid re-localization of the
MTOC is needed for the trafficking and the polarization of lytic
granules to the IS [34,47–50]. We show that although dNK cells
recognize and engage IS with HCMV-infected cells very rapidly,
they require longer exposure time in order to degranulate and
exert the cytotoxic effector function. The delay to unleash dNK
cell cytotoxic effector function might correspond to the time
necessary for dNK cells to mature and acquire necessary
functional changes to exert cytotoxicity. However, we cannot
exclude that HCMV-infected fibroblasts provide weak signal to
induce fast degranulation or that decidual fibroblasts have an
inherent resistance to cytotoxic granule mediated cell death.
Mechanisms that prevent dNK cell cytotoxicity are not
completely understood. Even though dNK and pNK cells exhibit
similar expression levels of cytotoxicity encoding genes [12], under
Figure 5. HCMV infection modulates dNK cells cytokine/chemokine production. dNK cells were stimulated with uninfected (AD1692, gray)
or AD169-infected (AD169+, black) autologous decidual fibroblasts for 24 h. Cytokines were quantified in the supernatants using a 42-multi-plexed
cytokine assay. Representative histograms from selected cytokines-chemokines that showed significant differences are presented. (A & B) Soluble
factors that are produced at high levels by dNK cells. (C) Soluble factors that are produced at low levels by dNK cells. Concentrations are given as
differences between secretions of dNK cell in presence of uninfected or infected fibroblasts and the corresponding uninfected or infected fibroblasts.
Normalized data points are given as mean 6 S.D. calculated as from four independent experiments. Statistical comparisons were performed using
Mann & Whitney test. **, p,0.01; *, p,0.05.
doi:10.1371/journal.ppat.1003257.g005
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healthy conditions dNK cells are tolerant to semi-allogeneic fetal
trophoblasts. Although mechanisms that control cytotoxicity are
not well established, they may include strong interactions of
inhibitory receptors with their cognate ligands expressed by fetal
trophoblast, production of VEGF-C by dNK cells and/or
expression of anti-apoptotic proteins (XIAP) by target cells
[51,52]. The lack of dNK cell cytotoxicity can be reversed, at
least in vitro, after exposure to cytokines such as IL-5 and IL-18 or
upon engagement of specific activating receptors [9,21]. Here we
show that HCMV infection provides the necessary activating
signals to trigger dNK cell cytotoxicity. The fact that dNK cells
killed heterologous targets from a different donor further
emphasizes the intrinsic ability of these cells to kill when they
are exposed to the right activating signals. Our observation that
dNK cells did not kill semi-allogeneic trophoblasts but killed
HCMV-infected autologous fibroblasts highlights their plasticity
and their specific ability to respond to HCMV infection.
In contrast to pNK cells, very little is known about dNK cell
cytotoxicity as these cells are mainly cytokine and chemokine
producers [9,10,13,21]. We demonstrated that under HCMV-
infectious conditions, a significant fraction of dNK cells that are
CD56bright and CD16neg rapidly dampened down their CD56
expression level and acquired CD16 expression. These changes
are most probably due to the acquisition of cytotoxic function.
Figure 6. dNK cells infiltrate infected placental tissues. (A) Two-color 3D-images of chorionic villi explants organ cultures established from first
trimester trophoblast either uninfected (AD1692) or HCMV-infected (AD169+). Nuclei were stained with dapi (cyan). Infiltrating dNK cells (red). Lower
and side panels show orthogonal XZ and YZ slices, respectively. Images are from two-photon Z-stack (total of 200 mm). Scale bars = 100 mm. (B) Two-
color IHC of 6-mm-thick sections from paraffin-embedded whole placental biopsies of HCMV+ pregnancy termination. HCMV+ and HCMV2 tissue
sections are presented. Representative immunostaining of HCMV-IE (blue, alkaline phosphatase staining) and CD56+ NK cells (brown, peroxidase
staining) (n = 2).
doi:10.1371/journal.ppat.1003257.g006
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Several NKRs have been involved in pNK cell cytotoxicity [53].
For instance, efficient control of HCMV infection involves
NKG2D receptor and can be associated with the emergence of
NKG2C+ subset that contribute to long term protective immune
response [30]. Exposure of dNK cells to HCMV-infected
fibroblasts resulted in an increased NKG2C+ expression without
major changes in NKG2A expression. The role of other receptors
in NK cell response to HCMV is not completely understood.
HCMV is able to decrease a plethora of key receptor-ligand
interactions that are involved in NK-cell response. By contrast to
changes in pNK cell repertoire [22], opposite effects were
observed for NKp44 and NKp46 receptors while no changes
were observed for NKp30 receptor. These observations further
highlight differences between dNK and pNK cells modi operandi
during HCMV infection.
Since the nature of HCMV-induced cellular ligands is not
known, we took advantage of NKR-Fc chimeric receptors to
analyze the expression of NKR ligands on decidual fibroblasts.
Although some variations were observed amongst different decidua
basalis, we found that decidual fibroblasts constitutively express
ligands for NKp44 and NKG2D while they barely express ligands
for NKp30 or NKp46. HCMV infection induced NKp30L and
resulted in significant decreases of NKp44L and NKG2DL but did
not affect the expression of NKp46L. These findings suggest that
HCMV infection interferes with the expression level of activating
receptor ligands even if some of them are of cellular rather than
virally induced.
Using chimeric proteins, we demonstrated that NKp44 receptor
plays an inhibitory function in dNK cell cytotoxicity. dNK cells
might express an inhibitory isoform of NKp44 receptor as a result
of NCR2 alternative splicing as it has been recently demonstrated
for NCR3 (NKp30) [54]. Alternatively, NKp44L expressed on
decidual fibroblasts might participate to uncoupling of activating
adaptor molecules thus promoting an inhibitory profile. However,
the expression of an inhibitory isoform is the most likely
explanation since dNK cells constitutively express the NKp44
receptor. It has been clearly demonstrated that HCMV maintains
an inhibitory status either by preventing the cell-surface expression
of NKG2D activating ligands [55,56] or by UL40-mediated up-
regulation of HLA-E or MHC-I like surrogates molecules
expression. Although, there are some discrepancies between our
two observations, namely decreases of NKG2DL and acquired
cytotoxicity through NKG2D receptor, it is possible that decreases
in NKG2DL are selective resulting in the expression of high
affinity ligands. Alternatively, co-engagement of other activating
receptors is sufficient even if there is less NKG2D ligands.
Further studies are needed to identify NKG2DL that are
expressed on decidual cells. Discovery of such ligand and the
characterization of specific receptor-ligand interactions that
mediates dNK cellular cytotoxicity will help uncover potential
therapeutic target that, when activated in vivo, can limit viral
spreading and/or prevent congenital disease.
Previous investigations demonstrated that both classical and
non-classical MHC-I molecules have been targeted by HCMV
evasion strategies. By contrast to human fetal foreskin fibroblasts
and fibroblastic cell lines [42,43], HCMV-infection resulted in
decreased cell surface HLA-E molecules without affecting the total
amount of proteins in decidual fibroblasts. The difference between
the two cellular systems might reside in the fact that decidual
fibroblasts express substantial amounts of HLA-E at the steady
state. In decidual fibroblasts, HCMV might interfere with the
stability of cell surface HLA-E molecules by impairing rapid
protein export or by increasing intra-cellular retention. The
inhibitory profile observed upon blockade of HLA-E in HCMV-
infected fibroblasts further support the involvement of CD94/
NKG2C or possibly CD94/NKG2E activating receptors, both
greatly expressed by dNK cells [22–31]. In this context, HCMV
peptides might play a critical role in promoting the recognition of
HLA-E by activating members of CD94/NKG2C and CD94/
NKG2E receptors thus increasing susceptibility of decidual
fibroblasts to dNK cell cytotoxicity at early times of infection as
it has been shown previously for pNK cells [57]. It will be very
interesting to investigate whether late HCMV infection is
responsible for similar changes and whether specific HCMV
peptides play roles in the sequential changes in dNK cell function.
In parallel to these changes in NK cell receptor, dNK cells
acquire de novo expression of MHC-II DR molecules. This
potential acquisition of an APC-like phenotype during the course
of HCMV immune response might play a crucial role in initiating
a cross-talk with neighboring immune cells, including CD4+ T
cells. Indeed, within the fetal-maternal interface, dNK cells are in
close proximity with decidual CD4+ T cells. Expression of MHC-
II DR antigens might be necessary for dNK cell activation and for
shaping up the adaptive immunity [58,59]. However, further
investigations are needed to demonstrate whether the expression
of MHC-II molecules is associated with the acquisition of APC
capabilities and HCMV antigen presentation.
It is very intriguing that only few cytokines and chemokines
varied in the presence of HCMV infected fibroblasts. HCMV
infection induces IL-6 secretion most probably through the
expression of the viral-encoded chemokine receptor US28 and
the activation of the IL6/STAT3 signaling pathway [60].
Interestingly, IL-6 was further increased when dNK cells were in
contact with HCMV-infected fibroblasts, most probably through a
paracrine effect on dNK cells. sICAM-1 was also increased under
HCMV conditions. Previous reports suggested that IL-6 down-
regulates the production of several soluble factors [61], while
sICAM-1 increases have been correlated to HCMV reactivation
[62]. Both IL-8 and IP-10 are necessary for trophoblast migration
as these cells express a panel of receptors allowing them to respond
to these chemokines [10]. By lowering the level of IL-8 and IP-10,
dNK cells might reduce trophoblast invasion and prevent viral
spreading from decidual stroma to fetal tissue or be partially
responsible for fetal damages. Remarkably and in sharp contrast
with pNK cell response to viral infection [63,64], there were no
changes in secretion levels of cytokines such IL-12, IL15, type I
IFN, TNFa or IFN-c that are all known to regulate NK cell
function. Moreover, it is possible that changes in dNK cell
secretome create the necessary inflammatory environment that
will favor the recruitment and the initiation of anti-HCMV
adaptive immune response.
We demonstrate that during HCMV infection, there is a bias of
the inflammatory environment in the decidua basalis. dNK cells
seem to lose their ‘‘decidual status’’ and become killers in order to
limit viral infection. Exposure to HCMV infection can imprint
dNK cell receptor repertoire towards killer activity. We demon-
strate that NKG2D, NKG2C/E activating receptors play a crucial
role in dNK cell cytotoxic response against HCMV-infected
fibroblasts. The fact that dNK cells are able to infiltrate HCMV-
infected tissue in vitro and engage immunological synapse-like
structures within the infected placentas in situ strongly suggest that
dNK cells are key players in controlling HCMV infection and
spreading during pregnancy. To our knowledge, we provide for
the first time evidence for the involvement of dNK cells in clearing
HCMV infection. In fact, we clearly show that dNK cells that are
present only in the decidua basalis during healthy pregnancy are in
contact with HCMV-infected fetal tissue in vivo. It is possible that
upon activation there is an increased dynamic of dNK cells
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allowing them to rich fetal site, which is normally devoid of
maternal immune cells, and kill HCMV-infected cells. Recent
reports have clearly linked the ability of NK cells in controlling
HCV replication and liver fibrosis to specific soluble factor
secretion and/or specific activating receptor expression [65,66].
Future studies, with large cohort of placentas from medical
termination of pregnancy due to congenital HCMV infection, will
be necessary to clarify the dynamic of dNK cell activation in vivo as
well as the pivotal role of soluble factor secretion in mounting
proper anti-HCMV responses and limiting virus spreading.
In conclusion, our data shed new light on the plasticity of dNK
cells and provide evidence for a correlation between phenotypic
changes and functional anti-viral response. We have demonstrated
the ability of dNK cells to exert anti-viral effector functions in vitro
and to infiltrate HCMV infected tissues both ex-vivo and form
immune synapse like-structures in vivo. Careful investigations of
dNK cell status in vivo in larger cohorts of HCMV+ termination of
pregnancy will be required to see whether this predicts clinical
outcome. Understanding mechanisms that regulate switch in dNK
cell immune tolerance will help us discover key factors/pathways
that are involved in the immunopathology of HCMV infection
during pregnancy and design strategies to limit congenital
infection.
Materials and Methods
This study was approved by the Research Ethical Comity
Haute-Garonne. All patients signed the informed consent before
samples were taken, Agence de la Biome´decine, PFS08-022.
Cell purification, cell lines
dNK cells were purified from first-trimester decidua basalis (8–
12 wk of pregnancy) obtained after elective pregnancy termina-
tions as previously described [9]. Briefly, decidua samples were
minced, collagenase IV treated. Cell suspension is then allowed to
adhere in tissue culture plates. dNK cells were purified from the
non adherent cell fraction using MACS negative selection kits
according to the manufacturer procedure (Miltenyi Biotech). dNK
cells were kept at 4uC in conditioned media containing 20% heat-
inactivated fetal calf serum (FCS). Autologous fibroblasts were
purified from the adherent mononuclear cell fraction by successive
round of mild trypsin treatment.
The purity of both dNK cells and decidual fibroblasts was
assessed using a cocktail of antibodies. dNK cells were CD3neg and
CD56pos. Decidual fibroblasts purity was confirmed by immuno-
staining with an anti-cytokeratin and anti-vimentin antibodies,
fibroblasts are cytokeratin 7neg (NM_001047870) and Vimentinpos
(NM_003380).
Virus production and cellular infection
Decidual fibroblasts were maintained in RPMI-1640 medium
(GIBCO) supplemented with 10% (v/v) FCS and penicillin-
streptomycin 100 U/ml each, under a 5% CO2 atmosphere at
37uC.
Two HCMV strains were used, AD169 laboratory strain
(ATCC strain, a gift from S. Michelson, Paris, France), and
VHLE clinical isolate (a gift from C. Sinzger, Tubingen,
Germany). Viral stocks were prepared from cell-released virions,
using MRC-5 cells as previously described [67]. High titer virus
stocks were stored in single use aliquots for up to six months at
280uC.
Adherent cell monolayers of decidual fibroblasts or MRC-5 cell
line were infected with HCMV particles (MOI 3–5) for 48–
72 hours. Trophoblastic villous explants were infected under the
same conditions.
Flow cytometry
Fibroblasts were cultured with dNK cells at 1:1 ratio. After 48 h
of co-culture, conjugates were disrupted mechanically by repeated
pipeting and dNK cells were collected and washed twice in PBS.
dNK cell suspension were then liquoted in 100 ml containing
16105 cells and labeled with fluorophore-conjugated antibodies.
The following mAbs were used: CD56-APC, CD3-PE-Cy7,
CD16-PE, CD69-PE, CD2-PE, NKG2D-PE, NKG2A-PE,
HLA-DR-FITC, KIR2DL1-PE and 2B4-PE (BD Pharmingen,
France); NKp30-PE, NKp44-PE, NKp46-PE, KIR2DL2/3-PE
(Beckman Coulter, France); NKG2C-PE, KIR2DL4 clone 181703
(R&D Systems, France); ILT2-PE (Biolegend); CD107a-PE, anti-
human HLA-I (HLA-A,-B,-C BC)-PE (BD Pharmingen) and
matched isotype controls. Histograms shown were obtained by
applying a gate on CD56pos CD3neg dNK cells.
Fibroblasts were detached using 0.05% trypsin-EDTA, washed
twice in buffer containing 1% FCS. Cells (56105 to 106) were
resuspended in 100 ml of FCS containing buffer and incubated
either with primary specific Ab or isotype matched control
followed by mouse anti-human IgG1 FITC coupled Ab. The
expression of NCR-ligands on fibroblasts was analyzed by binding
of NCR-Fc chimera followed immunostaining with FITC-coupled
mouse anti-human IgG1 secondary Ab (Southern Biotec). The
following chimeras were used: NKp30-Fc, NKp44-Fc, NKp46-Fc
and NKG2D-Fc, CD99-Fc (R&D Systems, France). Non specific
binding was blocked by preincubating the cells for 30 min in 2%
FCS and 1% BSA containing buffer. Data were analyzed using
CellQuest (Becton Dickinson).
Immunofluorescence, Conjugation and Confocal
microscopy
For conjugation, fibroblasts were seeded onto 24-well plates
containing glass coverslips. After 16 h adhesion, dNK cells were
added at a 1 to 2 ratio and incubated at 37uC. Cells were washed
briefly with PBS and fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min
and washed in PBS. Intracellular staining was in the presence of
0.5% Saponin. Cells were incubated in PBS containing 1% heat-
inactivated calf serum for 30 min and stained with primary
antibodies followed by incubation with Alexa fluor conjugated
secondary antibody (Invitrogen) as previously described [68].
Filamentous actin cytoskeleton was visualized with Alexa fluor
conjugated phalloidin. After extensive washing, coverslips were
mounted with vectashield mounting medium (DAKO). Fluores-
cence was analyzed using Zeiss LSM710 confocal microscope
using a 63x oil objective (Carl Zeiss AG, Jena, Germany).
Cell morphology was analyzed by examining the phalloidin-
stained conjugates as an indicator of F-actin distribution. Images
correspond to maximum intensity projection along the z-axis (Zen
software).
The distance between the MTOC and the center of the IS was
measured from single plane of unprocessed images using the single
line function of the Imaris (Biplane Scientific Software).
The following antibodies were used to analyze microtubules and
MTOC, perforin, CMV infection: anti-human alpha tubulin
polyclonal Ab (Sigma-Aldrich, UK), anti-human golgin-97 (In-
vitrogen), anti-human perforin and anti-human CD2 (BD
Pharmingen), anti-HCMV-IE (Argene), anti-human vimentin
and anti-cytokeratin 7 (Dako). The F-actin cytoskeleton was
analyzed using phalloidin coupled to either to Alexa fluor 488 or
Alexa fluor 747 (Invitrogen).
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Degranulation assay, CD107a expression
For degranulation assay, fibroblasts were harvested and
incubated at 37uC with dNK cells at a 1 to 1 ratio for different
time points. Reactions were stopped on ice, cells were stained with
fluorochrome-conjugated anti-human CD107a (BD Pharmingen)
or isotype matched control Ab in staining buffer containing 1%
FCS. Fluorescence was analyzed by Flow Cytometry.
Cytotoxicity assays
Target cells (16106cells) were labeled with 100 mCi 51Chromi-
um (Sodium chromate, 1 mCi/ml, Perkin Elmer, Courtaboeuf,
France). After 1 h incubation at 37uC, cells were washed 3 times in
HEPES-buffered RPMI. dNK effector cells were added to 51Cr
labeled target cells (56103) in replicate at various effector to target
ratios in a total volume of 200 ml RPMI containing 5% FCS per
well of 96-well round-bottomed microtiter plates. Microtiter plates
were centrifuged at 1200 rpm for 5 min and incubated at 37uC.
After 4 h or 18 h of culture, 50 ml cell free supernatants were
transferred to Lumaplate (Perkin-Elmer) and the radioactivity was
measured on a TopCount (Perkin-Elmer). The specific cytotoxicity
was calculated. Spontaneous release was determined from wells
containing target cells alone. Maximum release was determined
from wells containing target cells lysed in 1% Triton X-100. The
data were expressed as follows:% specific cytotoxicity = 1006[-
Sample mean (cpm) - Spontaneous mean (cpm)/(Maximum mean
(cpm) 2 Spontaneous mean (cpm)]. To block cell lysis due to the
engagement of specific activating receptor engagement or specific
pathway, 51Cr-labeled target cells were incubated for 20 min on
ice with various soluble receptor-Fc IgG1 chimeric protein
(0.2 mg/ml), anti-HLA-E mAb (clone MEM-E/08, Exbio) or an
isotype match control (mouse IgG1) at the final concentration of
1.0 mg/ml then included as targets in cytotoxicity assay with dNK
effector cells. dNK cells were incubated with an anti-TRAIL and -
FasL antibodies (10 mg/ml) (R&D Systems, France) prior to
cytotoxicity assay. Recombinant TRAIL and FasL proteins (gifts
from A. Quillet-Mary, Toulouse, France) were used at the final
concentration of 10 mg/ml.
Mutiplex cytokine and chemokine arrays
dNK cells were co-cultured with uninfected or HCMV-infected
autologous decidual fibroblasts in complete medium in 96
microtiter plate. Controls experiments were performed using
dNK cells, uninfected fibroblasts, HCMV-infected autologous
fibroblasts that were cultured alone in the same conditions.
Cleared supernatants replicates from 4 different experiments were
collected after 24 hours of culture and stored at 280uC.
Cytokines, chemokines and growth factors levels were measured
using a 42-multiplexed Affymetrix cytokine assay according to the
manufacturer protocol (Procarta/Ozyme). The following cytokines
and chemokines were analyzed: IL-1a (NM_000575), IL-1RA
(NM_000577), IL-1b (NM_000576), IL-2 (NM_000586), IL-2RA
(NM_000417), IL-4 (NM_000589), IL-5 (NM_000879), IL-6
(NM_000600), IL-8/CXCL8 (NM_0005843), IL-10
(NM_000572), IL-12 (NM_002187), IL-15 (NM_000585), IL-
17A (NM_002190), IL-17F (NM_052872), IL-22 (NM_020525.4),
IP10/CXCL10 (NM_001565), Basic-FGF/FGF2 (NM_002006),
EGF (NM_005429.2), Eotaxin-3/CCL26 (NM_006072), E-selec-
tin/CD62E (NM_000450), sFas (NM_000043), sFasL
(NM_000639), Fractalkine/CX3CL1 (NM_002996), GM-CSF
(NM_000758), Granzyme B (NM_004131), GROa/CXCL-1
(NM_001511), sICAM-1 (NM_000201), Leptin (NM_000230),
IFN-a2 (NM_000605), IFN-b (NM_002176), IFN-c
(NM_000619), IFN-v (NM_002177), MCP-1/CCL2
(NM_002982), MIP-1a/CCL3 (NM_002983), MIP-1b/CCL4
(NM_002984), RANTES/CCL5 (NM_002985), SDF-1/CXCL12
(NM_000609), TGF-a (NM_001099691), TRAIL (NM_003810),
TNF-a (NM_000594), TNF-b (NM_001159740), VEGF-A
(NM_001025366). Measurement and analysis were performed
using the BioRad Bio-Plex System (BioRad, France). Data points
are expressed as follows: Specific dNK cell cytokine-chemokine
secretion= [Total concentration of dNK cells cultured in the
presence of fibroblasts - Fibroblasts secretion].
Explant organ culture preparation and dNK cell tissue
invasion
Trophoblastic villous explants established from first trimester
elective termination of pregnancy samples. Tissue was minced (1
to 2 mm) and placed in 24 well tissue culture plates in complete
tissue culture media (PromoCell, France). After four hours of
culture at 37uC and two changes of culture media, explants were
at either left uninfected or infected with HCMV AD169 for two
days.
For tissue invasion, trophoblast organ culture nuclei were
stained with 4 pM DAPI for 5 min, autologous dNK cells were
labeled with 1 mM Cell Tracker Red (Invitrogen) for 15 min. All
staining procedures were performed at 37uC and quenched with
10 ml of tissue culture media containing 10% FCS. Each explant
(1–2 mm) was incubated with 56105 dNK cells at 37uC. After two
hours of contact, organ explants were gently washed with excess of
complete media (4 washes), fixed in 4% paraformaldehyde for
20 min, washed twice in PBS and mounted for two-photon
microscopy analysis.
Two-photon microscopy
Images were taken using Zeiss two-photon microscopy at
900 nm laser excitation. Fluorescence emission was collected using
dichroic mirrors to split fluorescence into three channels (blue,
green and red). Z stacks were taken at 10 mm slice intervals using
Zeiss Zen software. Imaris software was used to analyze the
acquired data.
Immunohistochemistry (IHC) examination
HCMV+ whole placental biopsies were obtained from two
pathological termination of pregnancy (24.5 weeks and 25 weeks
of pregnancy). Tissues were fixed in 10% formalin, embedded in
paraffin and processed for IHC as previously described [69]
Briefly, 6-mm-thick sections of paraffin-embedded samples were
immunostained with an anti-CD56 mAb (1B6 clone) and an anti-
HCMV-IE mAb (Argene). Photographs were taken with 40X
objective of Leica microscope.
Statistical analysis
Unpaired Student t test was calculated using GraphPad Prism
4.0 (GraphPad Software). Unless otherwise indicated, data
represent the mean 6 S.D. from at least three independent
experiments.
Gene accession numbers
CD69 (NM_001781), NKp30/NCR3 (NM_001145466),
NKp44/NCR2 (NM_001199509), NKp46/NCR1
(NM_001145457), NKG2D/KLRK1 (NM_007360), KIR2DL1/




(NM_001242758, NM_005514, NM_001243042), HLA-E
(NM_005516), HLA-DR (NM_002124).
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Supporting Information
Figure S1 Characterization and HCMV-AD169 infectiv-
ity of decidual fibroblasts. (A) Decidual fibroblasts were
purified as described in M&M. The purity was analyzed using
anti-vimentin (green, fibroblasts) and anti-cytokeratin-7 (red,
cytotrophoblast) staining. Nuclei were stained with dapi (cyan).
(B) Fibroblasts were infected with HCMV (AD169) for 48 h.
Nuclei are stained with dapi (cyan) and HCMV-IE (red).
Fibroblasts were stained for vimentin (green), a-tubulin (blue).
Bar represent 20 mm. (C) Kinetics of fibroblasts infection was
quantified over three days.
(TIF)
Figure S2 Specificity of effector cell cytotoxicity. (A) dNK
cell cytotoxicity was analyzed against uninfected or AD169-
infected autologous decidual fibroblasts after 4 h of contact. (B &
C) pNK cell cytotoxicity was analyzed against autologous decidual
fibroblasts after 4 h (B) or 18 h (C) assay, mean specific lysis is
calculated from triplicates within the same experiment out of four.
(D & E) dNK cell cytotoxicity against heterologous decidual
fibroblasts analyzed after 4 h (D) or 18 h (E) of contact. Data on
the graphs are from one representative experiment out of three. (F)
dNK and pNK cell cytotoxicity against K562 classical target cell
line after 4 h of contact. (G) dNK cell cytotoxicity towards semi-
allogeneic trophoblasts was evaluated in three different decidual
samples (Tropho_1, _2 and _3) and compared to lysis of
autologous infected decidual fibroblasts. (H) Recombinant FasL
and TRAIL induce lysis of Jurkat cell line. Jurkat cells were
incubated with recombinant TRAIL (rTRAIL) or FasL (rFasL).
Specific lysis was performed in the absence or the presence of
blocking antibodies against TRAIL (a-TRAIL) or FasL (a-FasL).
(TIF)
Figure S3 MTOC polarization and Golgi relocalization
to the immune synapse. Uninfected (AD1692) or HCMV-
infected (AD169+) decidual fibroblasts (F) plated on glass coverslips
were incubated with autologous dNK cells (dNK) for 20 min at
37uC. (A) Formed conjugates were fixed and permeabilized for
intracellular staining of F-actin (blue), a-tubulin microtubules
(green) and Golgin (red) simultaneously. Scale bar represent
20 mm. Enlargement of the synaptic area of conjugates presented
in the right panels. Asterisks indicate the MTOC. Arrowheads
point to the Golgi apparatus. Scale bar represent 5 mm. (B) Bar
graphs show the frequency of conjugates formation between dNK
cells and autologous fibroblasts that were either kept uninfected
(AD1692) or HCMV-infected (AD169+). More than 500 fibro-
blasts (white graphs) and at least 50 conjugates (black graphs) were
scored in each experiment (n = 5). Statistical analysis was
performed using unpaired Student’s t-test. ***, p,0.001. (C)
Immunostaining for F-actin (phalloidin in green), HCMV-IE1
(pink), CD2 (red). Scale bar, 20 mm.
(TIF)
Figure S4 Analysis of NK cell receptor repertoire during
HCMV infection. (A) dNK cells were co-cultured with
autologous fibroblasts that were either kept uninfected or infected
with HCMV AD169 for 48 h. dNK cells were stained for surface
expression of the indicated receptor using fluorochrome-conjugat-
ed antibodies and analyzed by FACS. Representative FACS
histograms gated on CD56pos CD3neg dNK cells are shown (n = 5).
Specific receptors are indicated below each panel. dNK cells in
contact with uninfected fibroblasts are represented by black line,
dNK cells in contact with HCMV-infected fibroblasts are
represented by shaded gray. Dotted gray line represents isotype-
matched control Ig. (B) dNK cells were co-cultured with
autologous fibroblasts that were either uninfected or infected with
HCMV-AD169 for 18 h. dNK cells were stained for surface
expression of the indicated receptor using fluorochrome-conjugat-
ed antibodies and analyzed by flow cytometry as indicated above.
Representative FACS histograms gated on CD56pos CD3neg dNK
cells are shown (n = 5). dNK cells in contact with uninfected
fibroblasts are represented by black line, dNK cells in contact with
HCMV-infected fibroblasts are represented by shaded gray.
Dotted gray line represents isotype-matched control Ig. One
representative histogram out of five independent experiments is
shown. (C) pNK cells were co-cultured with autologous decidual
fibroblasts that were either uninfected or infected with HCMV-
VHLE for 18 h. pNK cells were stained for surface expression of
the indicated receptor using fluorochrome-conjugated antibodies
and analyzed by flow cytometry as indicated above. Representa-
tive FACS histograms gated on CD56pos CD3neg pNK cells are
shown (n = 3). Cells in contact with uninfected fibroblasts are
represented by black line, with VHLE-infected fibroblasts are
represented by shaded dark gray. Light gray histograms represent
isotype-matched control Ig. One representative histogram out of
three independent experiments is shown.
(TIF)
Figure S5 HCMV infection down-modulates cell surface
expression of HLA-E without affecting the total amounts
of HLA-E. (A) HCMV-VHLE infection modulates the expression
of NKR ligands on decidual fibroblasts. The binding of human
NKp30-Fc, NKp46-Fc, NKp44-Fc, NKG2D-Fc and CD99-Fc
chimera was used to evaluate the cell surface expression of specific
receptor ligands. HLA-E cell surface expression evaluated using
MEM-E/08 mAb. One representative FACS histogram out of
three independent experiments is shown. Uninfected (black line),
VHLE-infected (shaded dark gray). (B) HLA-E expression
evaluated in additional three decidual fibroblasts from three
independent deciduas (dFibro_1, _2, _3) or in MRC-5 cell line.
HLA-A,-B,-C expression by MRC-5 cells was analyzed by specific
mAb. For MRC-5 cells, FACS histograms are representative of
three independent experiments. Uninfected (black line), HCMV-
infected (shaded dark gray). Light gray (line or shaded) histogram
represent isotype-matched control Ig. (C) HLA-E detected by
western blot in MRC-5 cells or decidual fibroblast from three
different deciduas. Cells were HCMV-infected for 48 h. HLA-E
detected by MEM-E/06 (top gel) and anti-b-actin (bottom gel).
The size of protein ladder is given in kDa.
(TIF)
Figure S6 HCMV infection regulates NKR ligand ex-
pression in decidual fibroblasts: Role on pNK cell
cytotoxicity. (A) K562 cell line were incubated with CD99-Fc
(CTRL), NKp46-Fc, NKp30-Fc chimera and used as target cells
to evaluate pNK cell cytotoxicity in a 4 h chromium release assay.
(B–E) pNK cells cytotoxicity against uninfected (gray plots) or
VHLE-infected autologous decidual fibroblasts (black plots) after
18 h of contact. (B) NKp30-Fc, (C) NKp46-Fc, (D) NKp44-Fc, (E)
NKG2D-Fc chimeric receptors were used to block the corre-
sponding specific ligands. CD99-Fc soluble receptor was used as
control (CTRL). (F) Analysis of NKG2A and NKG2C/E function
was performed in the presence of blocking antibody against HLA-
E molecules (a-HLA-E) or isotype matched control. Data sets
represent mean lysis 6 S.D. from three independent experiments
done in replicate. Statistical comparisons were performed using
two-way ANOVA test. ***, p,0.001.
(TIF)
Figure S7 HCMV infection modulates Fibroblasts cyto-
kine/chemokine production. Decidual fibroblasts were kept
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uninfected (AD1692, gray) or AD169-infected (AD169+, black) for
48 h with HCMV-AD169 strain. Cytokines were quantified in the
supernatants using a 42-multi-plexed cytokine assay. Representa-
tive histograms from specific cytokines-chemokines that are
produced by uninfected and HCMV-infected decidual fibroblasts
are presented. Normalized data points are given as mean values 6
S.D. calculated from four independent experiments.
(TIF)
Text S1 Supplementary material and methods.
(DOCX)
Video S1 dNK cells are localized at the external boarder
of uninfected autologous trophoblasts. Three-dimensional
reconstruction of dNK cell infiltration of chorionic villi organ
explant shown in Figure 6. Volume rendering reconstruction and
animation were obtained from two-photon Z-stack taken at 10 mm
slice intervals using Imaris software of 200 mm section. dNK cells
(Cell tracker Red), dapi staining of explants’ nuclei (cyan). Images
are at 5 frames/s; Scale bar: 100 mm.
(AVI)
Video S2 dNK cells infiltrate and form ‘‘immune
synapse-like structures’’ with AD-169 infected autolo-
gous trophoblasts. Three-dimensional reconstruction of dNK
cell infiltrating HCMV-infected chorionic villi organ explant
shown in Figure 6. Volume rendering reconstruction and
animation were obtained as in video S1. Images are at 5
frames/s; Scale bar: 100 mm.
(AVI)
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Natural killer (NK) cell have been originally classified as part of the innate immune system as they 
respond rapidly to invading pathogens without prior sensitization. However, recent works shed the 
light on NK cell effect functions and demonstrated that these cells share many features with adaptive 
immune cells. Despite the lack of receptor gene rearrangement, NK cells are able to expand after 
cognate antigen encounter, generate long-lasting “memory-like” cells that have the ability to mount 
an enhanced secondary immune response  (Lopez-Verges et al., 2011; Sun et al., 2009). Moreover, a 
large variety of functionally distinct populations exist for NK cells.  
NK cell effector functions are orchestrated by a wide array of germline-encoded inhibitory and 
activating receptors or co-receptors, many of which are expressed in a stochastic pattern. The 
expression of at least one inhibitory receptor during development is necessary for NK cell education 
and licensing. NK cell inhibitory receptors including CD94-NKG2A and the highly polymorphic 
inhibitory KIRs are able to recognize self-major histocompatibility complex (MHC) class I proteins. 
Several activating receptors can also recognize self-antigens. For example, major activating receptors 
such as NKG2D, activating KIRs or CD94-NKG2C receptors also recognize self-MHC-Ia and b 
molecules, while the “natural cytotoxicity receptors” (NCR) group (NKp30, NKp44, and NKp46) 
recognize yet to be identified self-ligands (Lanier, 2008; Moretta and Moretta, 2004; Vivier et al., 
2004). Other activating co-receptors such as CD2, CD244 (2B4), and CD226 (DNAM-1) or LFA1 
recognize a broad range of self-ligands.  
The three NCRs (NKp46, NKp44 and NKp30) belong to the immunoglobulin-like family of NK 
receptors (NKR) and are clearly involved in the control of NK cell effectors functions. The three 
NCRs are quite different from each other’s even if they are involved in similar functions. NKp44 is 
expressed only on activated peripheral blood NK cells, while NKp46 and NKp30 are expressed on 
resting as well as activated NK cells (Cantoni et al., 1999; Sivori et al., 1997; Vitale et al., 1998). 
NKp30 and NKp46 that are expressed by all NK cell populations are involved in cytotoxic function 
against infected cells and tumors. NCRs genes encode proteins which contain a trans-membrane (TM) 
domain and a short cytoplasmic tail. NCR1 (NKp46 gene) encodes a protein with two Ig domains 
while NCR2 (NKp44) and NCR3 (NKp30) genes encode receptors with a single extracellular Ig 
domain. NCRs can be transcribed from several splice sites. For instance, NKp30 gene (NCR3) is 
transcribed in 6 different splice variants with NKp30a, NKp30b, NKp30c being the most abundant 
transcripts (Hollyoake et al., 2005). The three isoforms of the receptor have different lengths of the 
intra-cellular domain (36, 12 or 15 aa residues) and different functions. NKp30a and NKp30b convey 
stimulatory functions while NKp30c seems to be immunosuppressive. 
NKp44 gene (NCR2) and NKp46 gene (NCR1) can also be transcribed from alternative splicing sites 
that could give rise to several isoforms. While no functional differences were observed for NKp46 
splice variants, studies on NKp44 suggest the presence of an inhibitory isoform of the receptor.  


During the first trimester of pregnancy, the maternal endometrium undergoes huge changes that are 
characterized by infiltration of the decidua basalis by decidual natural killer (dNK) cells that account 
for more than 70% of leukocytes within this tissue. By secreting large array of cytokines/chemokines 
and angiogenic factors, dNK cells participate in all steps of placentation including trophoblast 
differentiation/invasion into the maternal endometrium. Furthermore, by direct interaction with 
endothelial, smooth muscle cells and fetal trophoblasts these cells play a central role in spiral arteries’ 
remodeling. Several reports indicate that fetal trophoblast express ligands for major NK cell receptors 
which are in favor of direct interactions between dNK and trophoblast cells. dNK cells are mainly 
CD56brightCD16neg and they are clearly different from their pNK cells counterparts both at phenotypic 
and functional levels (El Costa et al., 2008; Hanna et al., 2006; Moffett-King, 2002). While they 
express high amounts of granzymes and perforin, under healthy conditions, these cells are devoid of 
cytotoxic function and they rather secrete a large panel of cytokines, chemokines and growth factors 
that are necessary for vascular remodeling and trophoblast attraction (Apps et al., 2008; El Costa et al., 
2008; Hanna et al., 2006; Jabrane-Ferrat and Siewiera, 2014; Siewiera et al., 2013; Vacca et al., 2008).  
Today, very little information is available on the origin of human dNK cells. They could derive from 
NK cell progenitors that migrate to the decidua and proliferate/differentiate in a local environment 
enriched in steroid hormones and cytokines/chemokines. The presence of an immature population of 
NK cells in the uterus even before conception further supports this notion of progenitors’ migration 
(Bulmer and Lash, 2005); (Jabrane-Ferrat and Siewiera, 2014; Kane et al., 2009; Vacca et al., 2011). 
dNK cells might also derive from pNK cells that migrate to the decidua through the axis CXCR3-
CXCL10 and/or CXCR4-CXCL12 and acquire decidual phenotype within the local microenvironment 
(Eriksson et al., 2004; Hanna et al., 2006; Keskin et al., 2007; Kunkel et al., 2002). Consistent with the 
notion of microenvironmental pressure, TGF- alone or combined with IL-15 and/or a demethylating 
agent promotes the emergence of NK cell subset with reduced cytotoxic functions in vitro (Cerdeira et 
al., 2013; Keskin et al., 2007).  
Regardless of their origin as recruited or resident precursors/progenitors that mature locally, it is 
clearly admitted that the decidual microenvironment conditions the education and/or the generation of 
dNK cells with unique phenotypic and functional properties to support healthy pregnancy (Jabrane-
Ferrat and Siewiera, 2014; Parham and Guethlein, 2010). Unlike resting pNK cells, dNK cells express 
the CD69 activation marker and a large fraction express NKp44 activating receptor. Furthermore, the 
majority of first-trimester dNK cells express NKp46 and NKG2D activating receptors. More than 30% 
of dNK cells express NKp30, NKp44 and CD94-NKG2C activating receptors and show high levels of 
CD94-NKG2A inhibitory receptor. Activation of dNK cells occurs mainly through NCRs and NKG2D 
receptors (El Costa et al., 2008; Hanna et al., 2006; Vacca et al., 2008). 


By contrast to pNK cells, none of the NCR receptors is involved in the acquisition of cytotoxic 
effector function triggered by HCMV infection. This discrepancy between NCR’s function in dNK 
cells and pNK cells cytotoxicity might be related to differences in ligand-receptor affinity or to the 
expression of different forms of the NCRs. dNK cells might express different NCRs’ isoforms as a 
result of selection pressure coming from the microenvironment. For instance, uterine NK cells express 
a highly glycosylated form of NKp30 receptor and this degree of glycosylation might regulate the 
functional status of NKp30 (Ponnampalam et al., 2008). Moreover, an immunosuppressive 
microenvironment such as in cancer might select for the expression of inhibitory isoforms as a result 
of NCRs’ alternative splicing (Delahaye et al., 2011). 
In the present study, we investigated the involvement of decidual microenvironment in the selection of 
NCR variants that are characteristic of dNK cells. We demonstrate that first trimester dNK cells 
express different NCR isoforms than pNK cells. Importantly, we show that alternative splicing of 
NCR2 and 3 controls NK cell cytotoxic function and that the decidual cytokine microenvironment is 




Materials and methods 
Ethics statement 
Informed consent was provided according to the Declaration of Helsinki and approved by the local 
Research Ethical Comity Haute-Garonne (Agence de la Biomédecine, PFS08-022). All patients 
included in the study signed the informed consent before samples were taken. 
Cell purification, cell lines 
dNK cells were purified from first-trimester decidua basalis (8-12 wk of pregnancy) obtained after 
elective termination of pregnancy as previously described(El Costa et al., 2008)(El Costa et al., 
2008)(El Costa et al., 2008)(El Costa et al., 2008)(El Costa et al., 2008)(El Costa et al., 2008)(El Costa 
et al., 2008)(El Costa et al., 2008). Briefly, decidua samples were minced, collagenase IV treated. Cell 
suspension is then allowed to adhere overnight in tissue cultures plate. dNK cells were purified from 
the non adherent cell fraction using MACS negative selection kits according to the manufacturer 
procedure (Miltenyi Biotech). dNK cells were stored at 4°C in conditioned media containing 20% 
heat-inactivated fetal calf serum (FCS). Fresh human pNK cells were isolated from healthy blood 
donors by MACS negative selection. The purity of dNK cells and pNK cells was assessed using a 
cocktail of specific monoclonal antibodies (mAb). More than 98% of purified cells were CD3neg and 
CD56pos. 
Immunoblotting.  
Tyrosine phosphorylation was detected by immunoblot analysis. Briefly, 2 × 106 purified dNK or pNK 
cells were seeded in 96-well plates coated with 2.5
g/ml of mouse, αNKp30- (clone 210847) and 
αNKp46-specific antibodies (clone 195314), goat purified polyclonal αNKp44 or isotype matched 
control from R&D systems. After 4 hours of receptor cross-linking, NK cells were washed in cold 
PBS and lysed in sample buffer containing 1%  NP40, 20mM HEPES (pH 7.9), 10mMKCl, 1mM 
EDTA, 1mM PMSF, 1% glycerol, and cocktail of proteases and phosphatases inhibitors.  
8 
g of total proteins were separated on 12% SDS-PAGE gels and electrotransferred to Immobilon 
membranes. After blocking with 0.5% BSA and 0.1% Tween-20, protein-bound membranes were 
probed with primary antibody specific for phosphotyrosine (16-316, 4G10R Platinum, Fournisseur). 
Protein levels were normalized by probing the same membranes with primary antibody that recognize 
-actin (MAB1501, clone C4). Finally, membrane-bound antibodies were detected with the 




Degranulation assay, CD107a expression.  
For degranulation assay, dNK cells and pNK cells (2x105 per wells), freshly isolated or cultured for 6 
days in presence of indicated cytokines, were incubated with the indicated activating monoclonal 
antibodies or isotype matched control for different time points. Reactions were stopped on ice, 
activated cells were stained with fluorochrome-conjugated anti-human CD107a (BD Pharmingen) or 
isotype matched control mAb in staining buffer containing 1% FCS. Fluorescence was analyzed by 
Flow Cytometry. 
Flow cytometry based phenotype analysis  
2 x 105 pNK cells were cultured in media or in presence of indicated cytokines (12.5µg/ml of TGF-, 
2.5µg/ml of IL-15 and 5µg/ml of IL-18) for 6 days. Media were refreshed every 48 hours. pNK cells 
were then labeled with fluorophore-conjugated antibodies. The following mAbs were used: αCD56-
APC, αCD3-PE-Cy7, αCD16-PE, αCD69-FITC, αCD2-PE, αNKG2D-PE, αNKG2A-PE, α2B4-PE; 
(BD Pharmingen, France); αNKp30-PE, αNKp44-PE, αNKp46-PE (Beckman Coulter, France); 
αNKG2C-FITC (R&D Systems, France) or the corresponding fluorochrome conjugated isotype 
matched controls. Histograms shown were obtained by applying a gate on CD56pos CD3neg cells. Data 
were analyzed using FlowJo software.
To assess cell death, pNK cells cultured in conditioned media (5 x 105  pNK cells per condition) were 
stained with propidium iodide (In VitroGen). Cells were counted on hemocytometer before use in 
cytometry to evaluate PI positive cell number. 
Immunofluorescence and Confocal microscopy 
For confocal microscopy analyses, dNK cells were cultured on glass coverslips coated with αNKp30, 
αNKp44 and αNKp46 activating antibodies and incubated at 37°C during 20 min. Cells were washed 
briefly with PBS and fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min. Cells were washed in PBS 
supplemented with 1% mouse serum and 3% BSA. All intracellular staining were performed in the 
presence of 0.5% Saponin as previously described. Cells were stained with primary antibodies (-
perforin, -tubulin), followed by incubation with Alexa Fluor conjugated secondary antibody 
(Invitrogen) as previously described. Filamentous actin cytoskeleton was visualized with Alexa Fluor-
conjugated phalloidin and nuclei were stained with DAPI. After extensive washing, coverslips were 
mounted with vectashield mounting medium (DAKO). Fluorescence was analyzed using Zeiss 
LSM710 confocal microscope using a 63x oil objective (Carl Zeiss AG, Jena, Germany). Images were 
processed using ImageJ software. 


Quantitative PCR.  
Total cellular RNA was isolated from purified dNK cells, pNK cells pNK cells cultured in 
conditioned media with the RNeasy kit. First-strand cDNA was synthesized from 1
g of total RNA 
using SuperScript III reverse transcriptase and random primers according to Invitrogen’s instructions. 
Primer squences for quantitative RT-PCR of the three NCR3 (NKp30) transcripts were previously 
described (Zitvogel). The qPCR primers for the three NCR2 (NKp44) transcripts and the -actin
housekeeping transcript were designed with using NCBI primer blast. Quantitative PCR reactions 
were prepared with LightCycler 480 DNA SYBR Green I Master reaction mix (Roche, Mannheim, 
Germany) and run for 40 cycles in triplicate on a LightCycler 480 Instrument (Roche). The relative 
amounts of the transcripts encoding the gene of interest were determined in each sample by 
normalization with respect to the actin housekeeping gene, according to the standard Ct method. 




NCR activated dNK and pNK form different immune synapse  
We previously demonstrated that engagement of NCRs triggers different functions in dNK and pNK 
cells. Unlike pNK cells, engagement of NKp30 on dNK cells resulted preferentially in cytokine 
secretion (El costa) while engagement of NKp46 results induces cytotoxic functions both in dNK and 
pNK cells. Furthermore, blockade of NKp44 enhanced dNK cell cytotoxicity against HCMV infected 
targets (Siewiera et al 2013). To understand functional differences between freshly isolated dNK cells 
and pNK cells cultured in low doses of IL-15, we first compared the molecular organization of 
immune synapse after ligation of single NCR. Recent work has defined the spatial-temporal 
organization of NK cell immune synapse.  Cytolytic synapse is associated with cortical actin 
remodeling in micro-domains  that are found in the vicinity of the microtubule organizing center 
(MTOC) and serve as a docking site for lytic granules. We analyzed the organization of immune 
synapse in cells that were activated through engagement of NCRs using glass cover slips coated with 
anti-NCR monoclonal antibodies (2.5 µg/ml) and staining for F-actin with phalloidin, MTOC with 
anti-alpha tubulin and lytic granules with anti-perforin antibodies (Figure 1).  
After NKp30 ligation, the majority of dNK cells showed dispersed lytic granules with a random 
localization of the MTOC. Less than 20 % of cells showed polarized lytic granules. By contrast to 
dNK cells, activation of pNK cells through NKp30 ligation resulted in rapid reorganization of F-actin 
enriched cytoskeleton and polarization of both the MTOC and lytic granules in more than 50 % of 
activated cells (Figure 1a).  
Similar to IgG control (data not shown), ligation of CD94/NKG2A inhibitory receptor showed 
dispersed perforin containing granules and less than 20% of cells in both NK cell populations have 
organized immune synapse (Figure 1d).  
We next analyzed synapse formation after ligation of NKp44 receptor. Similar to NKp30 ligation, 
NKp44 ligation did not induce organized dNK cell synapse while it did for pNK cells. More than 70% 
of dNK cells showed dispersed lytic granules and a random localization of the MTOC. By contrast to 
dNK cells, more than half of IL15-pNK cells showed polarization of the MTOC and lytic granules to 
the center of synaptic area (Figure 1b). Finally, when cells were activated through NKp46 receptor, 
more than 45% of dNK and pNK cells organized their cortical actin filaments and polarized their 
MTOC and lytic granules within the same region. Moreover, MTOC and perforin enriched lytic 
granules are docked to the plasma membrane (Figure 1c).  
These differences in the organization of immune synapses by dNK and IL15-pNK cells after NKp30 
and NKp44 ligation is noteworthy and further highlights distinct functional and phenotypical 
differences between these two between NK cell populations.   




To analyze the functional impact of the differences in synapse formation, we monitored degranulation 
in dNK and pNK cells that have been activated through ligation of NCRs. CD3-CD56pos NK cells were 
activated for 4 hours with glass surface bound NCR antibodies (2.5µg/ml) and analyzed for cell 
surface expression of CD107a degranulation marker (Figure 2). Ligation of NKp30 but not NKp44, 
IgG control (Figure 2a-b) or NKG2A inhibitory receptor (data not shown) on dNK cells resulted in 
small increases of CD107a expression without reaching significance (p=0.05). By contrast to NCR2 
and 3, ligation of NKp46 induced significant increases of dNK cell degranulation and more than 18 % 
of cells express CD107a cell surface marker. Moreover, co-engagement of NKp44 and NKp46 
receptors resulted in more than 30% decrease in NKp46-induced degranulation (p=0.0012) while co-
ligation of NKp30 had no effect on NKp46-activated dNK cell degranulation (Figure 2b). Similar to 
published data (refs), ligation of NKp30, NKp44, or NKp46 induced significant increases cell surface 
expression of CD107a degranulation marker on pNK cells cultured with low doses of IL15 (Figure 
2a). Moreover, simultaneous ligation of NKp46 and NKp44 receptors had synergistic effects on the 
ability of pNK cells to degranulate while co-engagement of NKp30 and NKp46 had no effect on 
NKp46-induced degranulation (Figure 2c).  
Taken together these data demonstrate that all three NCR favor pNK cell lytic granule exocytosis 
leading to CD107a degranulation marker expression. However, for dNK cells only NKp46 ligation is 
able to trigger degranulation while NKp44 acts rather as inhibitory receptor.  
To dissect molecular mechanisms that are associated with NCR ligation, we next analyzed tyrosine 
phosphorylation in both dNK and pNK cell populations by immonoblot (Figure 2d). NCR ligation 
induced tyrosine phosphorylation in both dNK cells and IL-15pNK cells. Upon NKp30 or NKp44 
ligation tyrosine phosphorylation patterns were quite different between the two NK cell populations. 
However, phosphorylation patterns were similar after NKp46 ligation on dNK and IL-15pNK cells 
(Figure 2d). These differences in tyrosine phosphorylation suggest the recruitment of different 
signaling pathways after engagement of the same NCR either in dNK or pNK cells especially that all 
three NCR can be transcribed into different splice variant that may have different functions all 
together.   
Different isoforms of NCR are expressed by Decidual NK cells  
NKp30 is transcribed from three splice variants which result in a, b, and c isoforms of NKp30 receptor 
that have different length of the intracellular domain and the extracellular Ig-like domain. Ligation of 
NKp30a and NKp30b isoforms is associated with cytotoxic response and production of high amounts 
of pro-inflammatory IFN- and TNF- cytokines while NKp30c engagement results in the production 
of IL-10 anti-inflammatory cytokine and very low killing activity. In contrast with NKp30c isoform, 
NKp30a and NKp30b are able to recruit the CD3 adaptor molecule that is necessary to convey 
downstream activating signal (see Figure 2d). Similar to NKp30, several splice variants have been 


described for NKp44 and NKp46 but their functional relevance is yet to be defined. Furthermore, 
differences between dNK cell and pNK cell might be attributed to the expression of different splice 
variants for NKp30 and NKp44 that convey different signals or to the expression of dominant negative 
receptors. To investigate the role of NCR3 and NCR2 isoforms in functional differences between dNK 
cells and pNK cells, we designed specific primers that can differentiate between three splice variants 
for each NCR and compared their mRNA levels in dNK and pNK cells. We compared the NCR3 and 
NCR2 expression profiles from 10 dNK samples and 10 pNK cells purified from the same donors. 
When compared to pNK cells, dNK cells express significantly lower amounts of NKp30a (p=0.0086) 
and NKp30b (p=0.05) isoforms but they express very high levels of NKp30c isoform (p=0046) 
(Figure 3a).  These differences between dNK cells and pNK cells were further highlighted by the 
relative ratio of NKp30c isoform (Figure 3b). dNK cells express 8- to 10-fold higher amounts of 
NKp30c while they express NKp30a and NKp30b at significantly lower levels. Similar to published 
data, pNK cells express predominantly NKp30a and NKp30b isoforms and almost no NKp30c isoform 
(Figure 3b-c).   
We next analyzed levels of NCR2 splice variants in dNK and pNK cells. dNK cells express similar 
levels of all three NKp44 isoforms while pNK cells express exclusively NKp44b isoform. Analyses of 
the relative ratios further demonstrated that freshly-isolated pNK cells express 12-fold more of 
NKp44b than NKp44a or NKp44c isoforms. When compared to pNK cells, dNK cells express at least 
3- and 4-time higher quantities of NKp44a and NKp44c isoforms (Figure 3f).  
Taken together, our data demonstrate that dNK cells and pNK cells express different dominant 
isoforms for NKp30 and NKp44 receptors that can convey different signals upon NCR ligation.  
Decidual microenvironment impacts NK cell phenotype
We next explored molecular mechanisms that can explain the preferential expression of specific NCR2 
and 3 by dNK cells. The decidual stroma that hosts fetal trophoblast is able to produce large amounts 
of immunomodulatory proteins (TGF-, IL10) and proinflammatory cytokines such as or IL15, IL-18 
two cytokines that are important for NK cell differentiation and that are known to be important for 
angiogenesis during pregnancy. In order to clarify the potential role of cytokine microenvironment in 
the decidual phenotype of NK cells, we cultured pNK cells in the presence of a cocktail containing 
TGF-, IL-15 and IL-18 (Figure 4) as well as different combinations of the same cytokines. After six 
days of culture, cells were characterized by flow cytometry using several NK cell surface markers. The 
majority of pNK cells that are originally CD56 positive significantly up regulate their CD56 cell 
surface expression and more than 98% of cells become  CD56bright with very high levels of cell surface 
expression approaching levels observed for dNK cells (Figure 4 a-b and S2). Analyses of pNK cells 
from five healthy donors showed significant increases in Geo MFI (206.6±9.6) when compared to 
cells cultured in medium (20.7±2.6). Increases in GeoMFI were almost similar to those of CD56bright

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dNK cells (259±8.4). Significantly lower increases were also observed in pNK cells that were treated 
with IL-15 alone (95±12) or in combination with either IL-18 (92±14) or TGF- (111±4). 
Further phenotypic analysis showed that in the presence of IL-15, pNK cells significantly increased 
their CD69 activation marker (Figure 4). Freshly isolated pNK cells barely express the activation 
marker CD69. After culture in the presence of IL-15 alone or in combination with the other cytokines, 
more than 40% of cells express CD69 with GeoMFI (34.4±5). CD16 is uniformly expressed on more 
than 70% of CD56pos pNK cells and it is absent on freshly isolated dNK cells. After six days of culture 
in the absence of any cytokine, a huge fraction of pNK cells become CD16neg and less than 40% of 
cells conserved their CD16 expression (Figure 4). The presence of all three cytokines allowed the 
maintenance of constant levels of CD16 on pNK cells (Figure 4). Furthermore, the presence of IL-15 
alone or in combination with either IL-18 or TGF- allowed the maintenance of CD16 expression in at 
least 70 % of cells (Figure S). These data suggest that in the absence of IL-15, the lost of CD16 in 
pNK cells might result from selective proliferation of CD16neg population and/or excess death of 
CD16pos cells. In our culture conditions, only slight increases of proliferation were observed in cells 
cultured in IL-15 alone and we did not observe any increases of PI positive cells under any condition 
(Figure S1).    
We next analyzed the expression of the NCRs in the same culture conditions after six days. 20% of 
pNK cells express NKp30. After six days treatment with cytokine cocktail, more than 35% of cells 
expressed NKp30 at their cell surface (Figures 4 a, S1). Increases in the total number of positive cells 
were associated with moderate increases of the fluorescence intensity (Figure 4b). Treatment of pNK 
cells with IL-15 alone or in combination with the other cytokines induced NKp44 expression in 30 to 
80% of pNK (Figure 4a and S1).  Furthermore, GeoMFI comparison showed very low variability 
amongst the different donors, even if increases remained significantly lower than levels of NKp44-
expression on freshly isolated dNK cells. Finally, culture in the presence of IL-15 alone or in 
combination with the other two cytokines was able to upregulate both the total number of NKp46-
positive cells and the geometric fluorescence intensity. Cytokine treatment induced only minor 
changes in the expression of levels of NKG2D, CD94/NKG2C, CD94/NKG2A or CD2 receptors. 
Cytokines enriched in the decidual microenvironment impact NK cell cytotoxic function 
To test whether cytokine-induced changes in pNK cell phenotype impact cytotoxic effector function, 
we analyzed NCR-induced cytotoxic function after 6 days of culture in different culture conditions. 
Cells were activated for four hours by mAbs coated glass surfaces and analyzed for CD107a 
degranulation marker cell surface expression by flow cytometry (Figure 5 and Figure S). After 6 days 
of culture in medium alone, pNK cells show low capacity to degranulate after NCR ligation compared 
to IgG ligation. IL-15 treatment induced a significant increase in CD107a expression in cells that were 
activated by ligation of NCRs (Figure S2). Activation via NKp30 ligation resulted in higher increases 
of CD107a expression since more than 40 % of cells express CD107a at their surface. Ligation of 


NKp44 induced only small degranulation on IL-15 treated cells and less than 10% of cells expressed 
CD107a at their surface. Finally, ligation of NKp46 induced CD107a cell expression in 25% of IL-15-
treated pNK cells. TGF-b alone did not induce the expression of CD107a. Treatment with TGFb in 
combination with IL-15 or IL15 and IL-18 abrogated the stimulatory effect of IL-15 on CD107a 
expression (Figure S2). the addition of TGF- significantly decreased the capacity of NKp30 to induce 
CD107a expression (a mean of 17% versus 42% for IL-15 alone). Similar to NKp30, addition of TGF-
 induced 30% decreases in CD107a expression after ligation of NKp44 (a mean of 5.7% versus 10% 
for IL-15 alone). The activation induced by NKp46 ligation was not affected by the presence of TGF-
, IL-18 or the combination of TGF- and IL-18.  These data demonstrate that decidual cytokines are 
able to impact NCR-induced activation of NK cell cytotoxicity. Moreover, TGF-  immuno-
suppressive cytokine does not affect the three NCR in the same fashion.  
Decidual microenvironment modulates NCR isoform expression by cultures peripheral blood 
NK cells. 
To understand the impact of decidual microenvironment on selective expression of NCR isoforms in 
pNK cells, we first examined mRNA levels of NKp30 isoforms in pNK cells that were cultured for six 
days in different culture conditions (Figure 6, Figure S3). Treatment with IL-15 induced significant 
increases in the expression levels of the NKp30a and NKp30b isoforms but did not affect the 
expression of NKp30c isoform (Figure S3a-c). The presence of TGF- induced significant decreases 
in the relative expression levels of all three isoforms and the addition of IL-18 had only minor effects 
(Figure S3a-c). The combination of TGF- with IL15 and IL18 showed increases of all three isoforms 
(Figure 6 and Figure S3a-c) although statistical significances were obtained only for the NKP30b and 
NKp30c isoforms.  
We next investigated the expression of NKp44 isoforms in the same culture conditions (Figure 6 and 
Figure S3). Cytokine treatment induced significant changes in the expression levels of NKp44a and 
NKp44c without affecting the expression of NKp44b isoform. The combination of all three cytokines 
induced seven-fold increase of NKp44a (p= 0.0150) and significantly higher increases in NKp44c 
isoform (p=00018).  
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Figure 1.  
Polarization of the MTOC and lytic granules after specific engagement of NCR. Freshly isolated 
dNK cells or IL-15- pNK cells were stimulated on glass cover slip surfaces coated with NKp30 
(a),NKp44 (b) or NKp46 (c) monoclonal antibodies. Representative images acquired by confocal 
microscopy at the interface between NK cells and antibody coated glass coverslips. Polarization was 
imaged after 20 min of stimulation. F-actin (phalloidin in green), microtubules (-tubulin in blue), 
lytic granules containing perforin (red). Scale bar = 20µm. Results are given as averaged mean values 
from 5 independent experiments ± SEM.  At least 300 conjugates were analyzed. Bar graphs to the left 
represent percentage of conjugates showing polarized perforin. * p=0.0372, ** p= 0.0024.  
Figure 2.  
Differential activation between dNK cells and pNK cells after NCR cross-linking. (a) Freshly-
isolated dNK cells and IL-15- pNK cells were stimulated for 4 hours with a single or a combination of 
two mAbs. NK cell degranulation (CD107a expression) was assessed by flow cytometry on CD56 
positive cells. (b) Percentage of freshly-isolated dNK cells (left panel) and IL-15-pNK cells (right 
panel) showing CD107a surface expression Values presented in the bar graphs are mean values ± SEM 
calculated from four independent experiments. * p= 0.045, **, p= 0.006, *** p= 0.0001. (c) 
Representative phosphotyrosine immunoblots (IB) performed on lysats prepared from NK cell that 
were stimulated for 20 min NKp30, NKp44 and NKp46 (n=3). 
Figure 3.  
Differential expression of NCRs isoforms in dNK cells and pNK cells. (a) Relative expression of 
NKp30 (left panel) and NKp44 (right panel) isoforms in freshly-isolated dNK cells and pNK cells 
from same donors. The relative expression of the three NKp30 and NKp44 isoforms was determined 
by qRT-PCR. Bar histograms are mean values ± SEM calculated from 10 donors. * p<0.04, ** 
p<0.007. (b) NKp30 (left panel) and NKp44 (right panel) isoforms expression ratios calculated for 
each donor of the same cohort. (c) NKp30 (left panel) and NKp44 (right panel) isoforms expression 
ratios between freshly-isolated dNK cells and pNK cells from same donor. 
Figure 4.  
Modulation of NCRs expression by pregnancy cytokines cocktail. (a) Flow cytometry analysis 
showing representative pNK cell phenotypes after six days culture with cytokine cocktail. CD3neg
CD56pos NK cells were analyzed for the indicated markers (x-axis).Isotype match controls (gray), pNK 
cells cultured in complete media (black) and pNK cells in media supplemented with cytokine cocktail 
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(red). Percentage of positive cells is given for each condition (left of each histogram). (b) Mean 
Fluorescence Intensity for the indicated markers from 4 independent donors after six days culture with 
cytokine cocktail. Graphs represent freshly isolated dNK cells, pNK cells cultured in complete media 
or pNK cells in media supplemented with cytokine cocktail. *p= 0.0257, ***p<0.0001 . 
Figure 5.  
Decidual cytokine environment impacts NK cell function. pNK cells cultured in media 
supplemented with cytokine cocktail were stimulated with NKp30, NKp44 and NKp46. pNK cell 
degranulation (CD107a expression) was assessed by flow cytometry on CD56 positive cells. *p= 
0.045, **p= 0.0019. 
Figure 6. 
Decidual cytokine environment impacts pNK cell NCRs isoform expression. (a) Comparative 
expression of NKp30 isoforms in pNK cells cultured in media supplemented with cytokine cocktail 
relative to expression in pNK cells cultured in complete media. Bar graphs represented mean values of 
four independent experiments. *p=0.045 . (b)Comparative expression of NKp44 isoforms in pNK cells 
cultured in media supplemented with cytokine cocktail relative to expression in pNK cells cultured in 






Actin For 5’-CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC-3’ 
Actin Rev 5’-GCTCGTCGTTCGACAACGGCT-3’ 
NKp30 For 5’-TTTCCTCCATGACCACCAGG-3’ 
NKp30 Rev 1 5’-AAGGGTACACTGTCACCGTAA-3’ 
NKp30 Rev 2 5’-GCCTCTCTCATCTAAACCGTAA-3’ 
NKp30 Rev 3 5’-CCTGGAAAGGTCCAGTCTGTAA-3' 
NKp44 For 1 5’-AAGCCCCTGAGTCTCCATCT-3’ 
NKp44 Rev 1 5’-GTTTTCCACCATATGTCCCCC-3’ 
NKp44 For 2 5’-TTCAGACCCAGACCCAGAG-3’ 
NKp44 Rev 2 5’-AGGACGGGTGAAGGGACA-3’ 
NKp44 For 3 5’-GTCCCTTCACAGCCACAGAA-3’ 

























































































































































Apps, R., Gardner, L., Traherne, J., Male, V., and Moffett, A. (2008). Natural-killer cell ligands at the 
maternal-fetal interface: UL-16 binding proteins, MHC class-I chain related molecules, HLA-F and 
CD48. Human reproduction (Oxford, England) 23, 2535-2548. 
Bulmer, J.N., and Lash, G.E. (2005). Human uterine natural killer cells: a reappraisal. Molecular 
immunology 42, 511-521. 
Cantoni, C., Bottino, C., Vitale, M., Pessino, A., Augugliaro, R., Malaspina, A., Parolini, S., Moretta, 
L., Moretta, A., and Biassoni, R. (1999). NKp44, a triggering receptor involved in tumor cell lysis by 
activated human natural killer cells, is a novel member of the immunoglobulin superfamily. The 
Journal of experimental medicine 189, 787-796. 
Cerdeira, A.S., Rajakumar, A., Royle, C.M., Lo, A., Husain, Z., Thadhani, R.I., Sukhatme, V.P., 
Karumanchi, S.A., and Kopcow, H.D. (2013). Conversion of peripheral blood NK cells to a decidual 
NK-like phenotype by a cocktail of defined factors. J Immunol 190, 3939-3948. 
Delahaye, N.F., Rusakiewicz, S., Martins, I., Menard, C., Roux, S., Lyonnet, L., Paul, P., Sarabi, M., 
Chaput, N., Semeraro, M., et al. (2011). Alternatively spliced NKp30 isoforms affect the prognosis of 
gastrointestinal stromal tumors. Nature medicine 17, 700-707. 
El Costa, H., Casemayou, A., Aguerre-Girr, M., Rabot, M., Berrebi, A., Parant, O., Clouet-Delannoy, 
M., Lombardelli, L., Jabrane-Ferrat, N., Rukavina, D., et al. (2008). Critical and differential roles of 
NKp46- and NKp30-activating receptors expressed by uterine NK cells in early pregnancy. J Immunol
181, 3009-3017. 
Eriksson, M., Meadows, S.K., Wira, C.R., and Sentman, C.L. (2004). Unique phenotype of human 
uterine NK cells and their regulation by endogenous TGF-beta. Journal of leukocyte biology 76, 667-
675. 
Hanna, J., Goldman-Wohl, D., Hamani, Y., Avraham, I., Greenfield, C., Natanson-Yaron, S., Prus, D., 
Cohen-Daniel, L., Arnon, T.I., Manaster, I., et al. (2006). Decidual NK cells regulate key 
developmental processes at the human fetal-maternal interface. Nature medicine 12, 1065-1074. 
Hollyoake, M., Campbell, R.D., and Aguado, B. (2005). NKp30 (NCR3) is a pseudogene in 12 inbred 
and wild mouse strains, but an expressed gene in Mus caroli. Molecular biology and evolution 22, 
1661-1672. 
Jabrane-Ferrat, N., and Siewiera, J. (2014). The up side of decidual natural killer cells: new 
developments in immunology of pregnancy. Immunology 141, 490-497. 
Kane, N., Kelly, R., Saunders, P.T., and Critchley, H.O. (2009). Proliferation of uterine natural killer 
cells is induced by human chorionic gonadotropin and mediated via the mannose receptor. 
Endocrinology 150, 2882-2888. 
Keskin, D.B., Allan, D.S., Rybalov, B., Andzelm, M.M., Stern, J.N., Kopcow, H.D., Koopman, L.A., 
and Strominger, J.L. (2007). TGFbeta promotes conversion of CD16+ peripheral blood NK cells into 
CD16- NK cells with similarities to decidual NK cells. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America 104, 3378-3383. 
Kunkel, E.J., Boisvert, J., Murphy, K., Vierra, M.A., Genovese, M.C., Wardlaw, A.J., Greenberg, 
H.B., Hodge, M.R., Wu, L., Butcher, E.C., et al. (2002). Expression of the chemokine receptors 
CCR4, CCR5, and CXCR3 by human tissue-infiltrating lymphocytes. The American journal of 
pathology 160, 347-355. 


Lanier, L.L. (2008). Up on the tightrope: natural killer cell activation and inhibition. Nature 
immunology 9, 495-502. 
Lopez-Verges, S., Milush, J.M., Schwartz, B.S., Pando, M.J., Jarjoura, J., York, V.A., Houchins, J.P., 
Miller, S., Kang, S.M., Norris, P.J., et al. (2011). Expansion of a unique CD57(+)NKG2Chi natural 
killer cell subset during acute human cytomegalovirus infection. Proceedings of the National Academy 
of Sciences of the United States of America 108, 14725-14732. 
Moffett-King, A. (2002). Natural killer cells and pregnancy. Nature reviews 2, 656-663. 
Moretta, L., and Moretta, A. (2004). Unravelling natural killer cell function: triggering and inhibitory 
human NK receptors. The EMBO journal 23, 255-259. 
Parham, P., and Guethlein, L.A. (2010). Pregnancy immunogenetics: NK cell education in the womb? 
The Journal of clinical investigation 120, 3801-3804. 
Ponnampalam, A.P., Gargett, C.E., and Rogers, P.A. (2008). Identification and hormonal regulation of 
a novel form of NKp30 in human endometrial epithelium. European journal of immunology 38, 216-
226. 
Siewiera, J., El Costa, H., Tabiasco, J., Berrebi, A., Cartron, G., Le Bouteiller, P., and Jabrane-Ferrat, 
N. (2013). Human cytomegalovirus infection elicits new decidual natural killer cell effector functions. 
PLoS pathogens 9, e1003257. 
Sivori, S., Vitale, M., Morelli, L., Sanseverino, L., Augugliaro, R., Bottino, C., Moretta, L., and 
Moretta, A. (1997). p46, a novel natural killer cell-specific surface molecule that mediates cell 
activation. The Journal of experimental medicine 186, 1129-1136. 
Sun, J.C., Beilke, J.N., and Lanier, L.L. (2009). Adaptive immune features of natural killer cells. 
Nature 457, 557-561. 
Vacca, P., Cantoni, C., Prato, C., Fulcheri, E., Moretta, A., Moretta, L., and Mingari, M.C. (2008). 
Regulatory role of NKp44, NKp46, DNAM-1 and NKG2D receptors in the interaction between NK 
cells and trophoblast cells. Evidence for divergent functional profiles of decidual versus peripheral NK 
cells. International immunology 20, 1395-1405. 
Vacca, P., Vitale, C., Montaldo, E., Conte, R., Cantoni, C., Fulcheri, E., Darretta, V., Moretta, L., and 
Mingari, M.C. (2011). CD34+ hematopoietic precursors are present in human decidua and 
differentiate into natural killer cells upon interaction with stromal cells. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America 108, 2402-2407. 
Vitale, M., Bottino, C., Sivori, S., Sanseverino, L., Castriconi, R., Marcenaro, E., Augugliaro, R., 
Moretta, L., and Moretta, A. (1998). NKp44, a novel triggering surface molecule specifically 
expressed by activated natural killer cells, is involved in non-major histocompatibility complex-
restricted tumor cell lysis. The Journal of experimental medicine 187, 2065-2072. 
Vivier, E., Nunes, J.A., and Vely, F. (2004). Natural killer cell signaling pathways. Science (New 









 Nos résultats montrent que les cellules dNK peuvent répondre in vitro à l’infection de cellules 
stromales de la décidua par le HCMV et potentiellement empêcher le passage du virus au fœtus. La 
réponse des cellules dNK au HCMV implique la lyse des cellules infectées et une modification du 
profil de chimiokines et de cytokines sécrétées. Enfin, les cellules dNK modifient également 
l’expression des récepteurs activateurs et inhibiteurs à leur surface. Cette étude est la première à 
suggérer clairement un rôle des cellules dNK dans le cas d’une infection par le HCMV au cours de la 
grossesse. 
 Les cellules dNK sont capables in vitro d’exercer une activité cytotoxique contre des cellules 
autologues infectées par le HCMV. Cette réponse nécessite un temps de contact relativement long 
avant d’être effective, bien que la machinerie lytique soit mobilisée dans les premières minutes après 
reconnaissance de la cible. Ceci peut s’expliquer par le temps nécessaire aux cellules dNK pour 
modifier leurs fonctions, ou bien une résistance accrue des cellules cibles suite à l’infection. Les 
cellules NK du sang périphérique sont capables, aux plus hauts ratios effecteurs/cibles, d’exercer une 
activité cytotoxique dans des temps plus courts, ce qui indique des différences au niveau du 
déclenchement de la réponse. Il est possible que ce délai soit du aux différences de fonctions observées 
pour l’engagement d’un même récepteur, exprimé par les deux populations de cellules NK. Ces 
différences de fonctions peuvent aussi provenir de niveaux d’expression différents d’un même 
récepteur. Il est connu que les cellules dNK expriment de plus forts niveaux du récepteur activateur 
NKG2E, qui lui aussi lie la molécule HLA-E (Koopman et al., 2003). Ainsi, le blocage de HLA-E, 
ligand physiologique des récepteurs NKG2X, n’a pas d’effet sur l’activité cytotoxique des cellules 
pNK, alors qu’il augmente de manière significative la cytotoxicité des cellules dNK. De même, le 
blocage des ligands du récepteur NKp44 ne modifie pas la lyse des fibroblastes infectés par les 
cellules pNK, alors qu’il augmente l’activité cytolytique des cellules dNK. Les deux types cellulaires 
pourraient exprimer des isoformes différentes de ces récepteurs, ou bien exprimer différentiellement 
les molécules adaptatrices des récepteurs (les cellules dNK n’expriment pas SAP par exemple) ou 
d’autres molécules de signalisation. 2B4 (CD244) est un corécepteur qui permet d’augmenter la force 
des signaux activateurs. Or, ce corécepteur transduit des signaux inhibiteurs dans le cas des cellules 
dNK (Vacca et al., 2006). De plus, les cellules stromales déciduales expriment son ligand 
physiologique, CD48 (Apps et al., 2008). Il est possible que l’activation de la fonction cytotoxique des 
cellules dNK nécessite des signaux prolongés pour passer outre les signaux inhibiteurs constitutifs 
transduits par la voie 2B4/CD48. D’autres facteurs, tels que des facteurs viraux sont également à 
prendre en compte dans ce délai de cytotoxicité. Ainsi, il est connu que le HCMV fait exprimer en 
surface des cellules infectées un ligand de CEACAM1, qui inhibe les fonctions des cellules dNK. 
CEACAM1 inhibe majoritairement les cellules NK CD16-, qui est la population majoritaire dans la 
decidua basalis. (Markel et al., 2002) 
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 La fonction cytotoxique des cellules NK est déclenchée suite à l’engagement de plusieurs 
récepteurs activateurs exprimés en surface. La transduction des signaux dans les cellules NK permet 
ensuite à des facteurs de transcription spécifiques d’enclencher la transcription de nombreux gènes. Le 
niveau d’expression des différents facteurs de transcription qui interviennent dans l’activation des 
cellules NK, tels que T-bet, Eomes, ou encore Ikaros, pourrait être modifié, ou bien leur transcription 
modulée différemment. Il est connu que le facteur de transcription Ikaros augmente l’activité 
cytotoxique des cellules NK, et que son niveau d’expression est diminué suite à l’engagement de 
NKp46 (Narni-Mancinelli et al., 2012). Il est possible que les cellules dNK expriment des niveaux 
relativement faibles d’Ikaros et d’autres facteurs de transcription. Un délai dans la traduction de ces 
facteurs de transcription expliquerait en partie le temps nécessaire aux cellules dNK pour exercer leur 
activité cytotoxique. Ainsi, la culture préalable de cellules dNK en IL-15 augmente la capacité de ces 
cellules à lyser des cibles classiques de cellules NK.  
 Le contrôle de la production de protéines passe également par d’autres mécanismes. Les 
micro-ARN se sont ainsi révélés des molécules essentielles dans le contrôle de la transcription de 
nombreux gènes. miR-155 est ainsi connu pour réguler l’activité cytotoxique des cellules NK 
(Sullivan et al., 2013) et la production d’IFN-. A ce jour aucune étude n’a été faîte sur le profil 
d’expression des micro-ARN par les cellules dNK comparativement aux cellules pNK. Une telle étude 
apporterait une compréhension plus importante et nécessaire sur les fonctions des cellules dNK, par 
rapport aux cellules pNK. Les cellules dNK pourraient ainsi exprimer de plus forts niveaux de miR-
155, ce qui participerait à l’inhibition de leurs fonctions en conditions physiologiques. Plus de 1 800 
micro-ARN sont décrits chez l’Homme. Plusieurs d’entre eux peuvent intervenir dans le contrôle des 
fonctions des cellules dNK. 
L’expression du récepteur activateur NKG2C est augmentée suite au contact entre cellules 
dNK et fibroblastes autologues infectés par le HCMV. L’expression du récepteur NKG2C chez les 
patients infectés par le HCMV a déjà été rapportée, notamment chez des patients greffés (Foley et al., 
2012b). La population de cellules NK NKG2C+ dans le sang périphérique est considérée comme une 
population « mémoire » dans certaines infections, comme l’infection par le HCMV (Lopez-Verges et 
al., 2011). La présence d’une population de cellules dNK mémoires NKG2C+ reste à établir, mais elle 
pourrait expliquer en partie le confinement du virus dans la majorité des cas chez les mères déjà 
infectées.  
Lors de la réponse au HCMV, les cellules dNK modifient leur phénotype pour se rapprocher 
de celui qui est associé aux cellules NK cytotoxiques du sang périphériques. La proportion de cellules 
CD56dim CD16+ augmente. La modification des proportions de cellules CD56bright et CD56dim pourrait 
aussi expliquer certains problèmes de grossesse observés dans les cas d’infection par le HCMV, 
comme des avortements spontanés, des retards de croissance intra-utérins ou des défauts de 
développement du placenta. Les modifications du profil cytokines et de chimiokines sécrétées peuvent 
aussi être expliquées par le passage d’une partie de la population CD56bright à un phénotype CD56dim. 
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Or, les chimiokines sécrétées par les cellules dNK sont importantes pour l’attraction du trophoblaste 
dans la decidua basalis et le remodelage du réseau vasculaire utérin. Ainsi, la réponse des cellules 
dNK au HCMV pourrait indirectement influer sur le développement fœtal. Des études de migration et 
d’invasion in vitro de trophoblastes dans des matrices extracellulaires peuvent être menées avec des 
surnageants de cellules dNK cultivées au contact de cellules infectées par le HCMV. La modification 
des quantités de chimiokines sécrétées aurait alors un impact sur la capacité de ces cellules à migrer et 
potentiellement, in vivo, à participer au remodelage vasculaire utérin. Des analyses de coupes 
histologiques de placentas issus d’interruptions médicales de grossesse à cause du HCMV 
permettraient de confirmer des défauts de remodelage dus à l’infection. 
Les cytokines majeures sécrétées par les cellules NK sont l’IFN- et le TNF-. L’IFN-  est 
une cytokine importante dans les réponses anti-virales. Elle est également nécessaire dans les 
premières étapes de modification du réseau vasculaire utérin. Toutefois, la sécrétion de cette cytokine 
dans l’utérus gestant doit être étroitement contrôlée, l’excès d’IFN- aboutissant à des avortements 
spontanés chez la souris (Murphy et al., 2009). Or, suite à la culture avec les fibroblastes autologues 
infectés par le HCMV, les cellules dNK n’augmentent par la sécrétion d’IFN-, indiquant peut-être                          
des mécanismes de rétrocontrôle qui empêchent la mise ne place partielle d’une réponse immune 
délétère pour le devenir du fœtus. Là encore, l’étude des facteurs impliqués dans la régulation du panel 
de cytokines sécrétées par les cellules dNK serait intéressante et donneraient des indications 
supplémentaires sur les fonctions particulières des cellules dNK. 
Enfin, la sécrétion en plus grande quantité de certaines chimiokines pourrait modifier la 
composition de la decidua basalis en cellules immunitaires. Or, les composantes immunes de la 
decidua basalis sont très particulières, il s’agit du seul tissu où les cellules NK sont majoritaires 
(Moffett-King, 2002). Ainsi, la modification de la sécrétion de certaines chimiokines pourrait 
permettre le recrutement à partir du sang d’un plus grand nombre de cellules immunitaires autres à 
partir du sang périphérique de la mère. L’arrivée massive de cellules immunitaires sanguines pourrait 
modifier le microenvironnement cytokinique pour combattre l’infection, mais elle serait également 
dommageable pour la grossesse.  
Le dosage des cytokines et chimiokines pourrait servir de diagnostique pour surveiller la 
séroconversion des femmes enceintes et les possibles risques de transmission au fœtus à travers le 
placenta. Il pourrait également être envisageable de palier les baisses de niveau de certaines 
chimiokines par des injections, ce qui pourrait éviter les défauts de remodelage et les fausses couches 
ou problèmes développementaux du fœtus. 
La modification du phénotype des cellules dNK pourrait aussi modifier le dialogue qui 
s’établit entre cellules dNK et cellules trophoblastiques. En effet, l’infection par le HCMV module 
l’expression des KIR (Beziat et al., 2013). Or la reconnaissance des molécules HLA exprimées sur les 
cellules fœtales par les KIR maternels est nécessaire au succès de l’implantation embryonnaire. Des 
mésappariements entre les récepteurs et leurs ligands sont en effet associés à des pathologies de la 
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grossesse, telles que la pré-éclampsie, des avortements spontanés, ou des retards de croissance intra-
utérin (Hiby et al., 2010). Pour mieux apprécier l’impact des modifications phénotypiques des cellules 
dNK sur leur dialogue avec les cellules trophoblastiques, des études analysant la survie des 
trophoblastes au contact de cellules dNK modifiée pourraient être menées. Le dialogue entre cellules 
dNK et trophoblastes peut également être modifié dans les cas de transmissions du virus aux cellules 
fœtales. Les cellules dNK reconnaîtraient alors les cellules trophoblastiques comme des cellules 
dangereuses, et impacteraient sur leur capacité à envahir la decidua basalis. Le fait que l’on retrouve 
des cellules dNK au contact de cellules trophoblastiques dans les villosités chorioniques en cas 
d’infection par le HCMV laisse penser que de telles modifications de dialogues peuvent s’opérer. 
La modification du phénotype et des fonctions des cellules dNK inclut une induction de 
l’expression en surface des molécules HLA de classe II. L’expression de ces molécules peut permettre 
l’activation des lymphocytes T CD4+ présents localement et déclencher une réponse de la part de ces 
cellules. Or l’état d’activation de ces cellules est étroitement contrôlé dans la decidua basalis. 
L’activation des lymphocytes T CD4+ pourrait conduire à une rupture de la tolérance envers les 
cellules fœtales semi-allogéniques. Le fait que des cellules dNK HLA-II+ soient retrouvées in situ dans 
des déciduas de patientes infectées par le HCMV au cours de la grossesse laisse penser que ce 
mécanisme se produit in vivo (Hanna et al., 2004). Mais il est possible que les modifications 
phénotypiques des cellules dNK ne soient que transitoires. Dans ce cas, on peut supposer qu’il n’y 
aurait pas de dommages irréversibles. 
Lors de la réponse cytotoxique, les cellules dNK sécrètent de grandes quantités de perforine et 
de granzymes dans leur environnement. Il est possible que la forte concentration de molécules 
cytotoxiques dans le milieu inflige des dégâts aux cellules fœtales. Bien que ces dernières expriment 
des molécules anti-apoptotiques, comme XIAP (Straszewski-Chavez et al., 2004), une exposition 
prolongée aux molécules lytiques pourrait conduire à une augmentation de l’apoptose des cellules 
trophoblastiques. La modification de la quantité de cytokines et de chimiokines peut également influer 
sur la survie des cellules trophoblastiques. STAT3 est une molécule de signalisation qui intervient 
dans les processus d’invasion de l’endomètre gestant par les trophoblastes (Fitzgerald et al., 2008). Or, 
lors de la réponse des cellules dNK au HCMV, la sécrétion d’IL-6, qui active la voie STAT3, est 
largement augmentée. L’augmentation de la maturation ou du nombre de cellules matures à un endroit 
donné pourrait modifier la fonction et/ou la survie des cellules trophoblastiques. Ces modifications 
peuvent là encore influer sur le bon déroulement de la grossesse. 
Bien que les cellules dNK soient les cellules immunes maternelles majoritaires dans la decidua 
basalis, il y a d’autres cellules présentes localement. Il pourrait être intéressant d’étudier l’apport de 
ces cellules dans la réponse immune anti-HCMV, tant dans l’aide qu’elles peuvent apporter aux 
cellules NK qu’au contrôle de leur réponse. Ainsi, les cellules T régulatrices, très présentes, pourraient 
soit limiter l’activation des cellules dNK contre les cellules infectées, soit simplement protéger les 
cellules fœtales des dégâts que pourraient causer la réponse cytotoxique des cellules dNK. Les 
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par les cellules stromales de la decidua basalis. Or l’infection pourrait empêcher les cellules 
productrices de sécréter l’IL-15, ou bien augmenter sa production en réponse aux stimulations 
hormonales. La dérégulation de l’environnement cytokinique pourrait ainsi impacter le phénotype des 
cellules dNK et modifier leurs fonctions.  
Il existe d’autres infections congénitales, comme par exemple par le Plasmodium ou le virus 
de l’hépatite E (Bose et al., 2014; Uneke, 2007 ), avec des conséquences parfois mortelles pour la 
mère et le fœtus. Etudier l’implication des cellules dNK dans le contrôle de la transmission d’autres 
pathogènes permettrait d’identifier des caractéristiques communes et des différences au niveau de 
leurs fonctions et permettre de mieux comprendre les défauts de développement qui peuvent en 
résulter. A plus long terme, il pourrait être envisageable de développer des traitements qui aideraient 
les cellules dNK à combattre les infections sans nuire au développement fœtal. 
 L’ensemble de ces travaux apporte une meilleure compréhension du rôle des cellules dNK, 
très présentes au début de la grossesse dans la decidua basalis. La dérégulation de certaines de leurs 
fonctions, visible notamment par des modifications phénotypiques importantes, peut expliquer des 
complications de la grossesse, par rupture de tolérance dans le cas de pathologies infectieuses, ou une 
mauvaise « polarisation » des cellules dNK lors de pathologies autres, telles que la pré-éclampsie. 
Les cellules dNK et les cellules pNK expriment des répertoires de récepteurs différents. Les 
fonctions des cellules NK sont étroitement contrôlées par les signaux transduits en permanence par ces 
récepteurs. Toutefois, les cellules dNK ont des fonctions très différentes de ce qui est observé pour les 
cellules pNK. Ainsi, alors que les cellules pNK sont majoritairement cytotoxiques et sécrètent de 
grandes quantités de médiateurs pro-inflammatoires, les cellules dNK sont dépourvues d’activité 
cytolytique. Mais elles sécrètent en revanche des facteurs pro-angiogéniques et des facteurs de 
croissance, nécessaires au bon déroulement de la grossesse. 
 Les fonctions différentes peuvent s’expliquer par l’engagement de couples de récepteurs 
différents. Ainsi, HLA-G, le seul ligand connu du récepteur KIR2DL4, n’est exprimé que dans l’utérus 
gestant. A l’état basal, les cellules dNK expriment le récepteur de cytotoxicité naturelle NKp44 
contrairement aux cellules pNK (El Costa et al., 2008). Les gènes qui codent pour les trois NCR 
donnent lieu à plusieurs transcrits, traduits en protéines fonctionnelles aux fonctions divergentes 
(Pende et al., 1999; Vitale et al., 1998). Ainsi, les trois transcrits majoritaires de NKp30, les transcrits 
a, b et c, peuvent induire la fonction cytotoxique, la fonction cytokinique ou inhiber l’activation des 
cellules NK respectivement (Delahaye et al., 2011).  
 Notre hypothèse était que les transcrits de NKp44 et NKp30 sont différentiellement exprimés 
par les cellules dNK et les cellules pNK. Les analyses par PCR quantitative indiquent que les cellules 
dNK expriment davantage le transcrit codant pour l’isoforme c, inhibitrice, que le transcrit codant pour 
l’isoforme a, qui déclenche l’activité cytotoxique, de NKp30. L’expression différentielle des isoformes 
de certains récepteurs entre les cellules dNK et les cellules pNK peut expliquer les différences 
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fonctionnelles observées entre les deux types cellulaires. Cela se traduit notamment par une incapacité 
des cellules dNK à polariser leurs granules lytiques lors de la stimulation de NKp30 er NKp44 par un 
anticorps monoclonal, tandis que les deux récepteurs le permettent pour les cellules pNK. La 
différence de fonction observée peut s’expliquer par des voies de signalisation différentes après 
engagement des récepteurs. Nos données indiquent des profils de phosphorylation différents entre 
cellules dNK et cellules pNK. Il est possible que les isoformes de NKp30 et NKp44 recrutent soit des 
adaptateurs différents, soit les recrutent moins. Ou encore, dans le cas de NKp44, qu’il transmette 
directement des signaux inhibiteurs par phosphorylation de la séquence ITIM contenue dans la portion 
intracellulaire des isoformes b et c, qui sont les formes majoritairement exprimées par les cellules dNK 
(Campbell et al., 2004). La nature des adaptateurs recrutés ou la quantité de ces adaptateurs recrutés à 
la membrane suite à l’engagement de ces récepteurs reste encore à déterminer. A l’inverse, aucune 
différence n’est observée entre cellules dNK et cellules pNK pour le récepteur NKp46.  
 L’expression préférentielle de ces transcrits semble être contrôlé par le microenvironnement 
cytokinique de l’utérus gestant, puisque la culture de cellules pNK dans des cocktails cytokiniques 
définis (IL-15, IL-18 et TGF-) modifient les profils d’expression. De plus, les modifications des 
ratios d’expression des différentes isoformes des transcrits des NCR influe sur la capacité de NKp30 et 
de NKp44 à induire la dégranulation des cellules pNK cultivées dans le cocktail de cytokines. Au 
contraire, la capacité de NKp46 à induire la dégranulation des cellules pNK est conservée dans toutes 
les conditions de culture. Le rôle inhibiteur de NKp44 dans les cellules dNK est confirmé par la 
capacité de ce récepteur à diminuer la dégranulation induite par NKp46 lorsque les deux récepteurs 
sont co-engagés, contrairement à ce qui observé pour les cellules pNK. Tandis que cette inhibition 
n’est pas observée lorsque NKp30 et NKp46 sont engagés simultanément.  
 D’autres populations cellulaires expriment NKp44, comme des ILC ou encore les pDC des 
amygdales. L’expression des différents transcrits n’a pas été testée dans ces cellules. Toutefois, 
l’engagement de NKp44 exprimé par les pDC des amygdales diminue la capacité de ces cellules à 
sécréter des cytokines pro-inflammatoires (Fuchs et al., 2005). Il est possible que dans 
l’environnement des amygdales, les pDC expriment majoritairement les isoformes b et c, qui portent la 
séquence ITIM dans leur portion intracellulaire. La possibilité de modifier les isoformes exprimées par 
les ILC NKp44+ reste également à étudier, ainsi que son impact sur la capacité de ces cellules à 
participer à une réponse immunitaire (Hoorweg et al., 2012). 
Il est possible que d’autres facteurs interviennent dans ces phénomènes, notamment les 
contacts cellulaires, puisque les cellules dNK établissent des contacts étroits avec les cellules 
trophoblastiques qui expriment des ligands de ces récepteurs (Hanna et al., 2006). L’expression 
différentielle des transcrits peut expliquer les différences de fonctions observées entre cellules dNK et 
pNK après engagement des récepteurs, et donc les caractéristiques particulières des cellules dNK. Les 
modifications observées pourraient être une adaptation des cellules dNK aux nécessités de la 
grossesse. Il est à noter notamment que les cellules pNK cultivées dans les milieux conditionnés 
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n’adoptent pas un phénotype décidual complet, avec une augmentation ou un maintien de l’expression 
de CD16, alors que les cellules dNK sont majoritairement négatives. Parmi les facteurs importants qui 
peuvent expliquer cette observation, il y a l’hypoxie (Cerdeira et al., 2013). En effet, les débuts de la 
grossesse sont marqués par des conditions hypoxiques, nécessaires au développement précoce du 
placenta, mais également aux modifications phénotypiques de cellules NK cultivées en TGF-. 
Combinée au milieu conditionné, l’hypoxie pourrait permettre de transformer complètement des 
cellules NK du sang périphérique en cellules NK ayant des caractéristiques déciduales.  
 L’expression différentielle de certaines isoformes de récepteurs activateurs pose la question 
des réponses immunes aux pathogènes dans lesquelles interviennent ces récepteurs. Ainsi, les cellules 
NK peuvent lyser des LT CD4+ infectés par le VIH-1 qui expriment un ligand de NKp44 (Vieillard et 
al., 2005). Dans le cas d’une infection de cellules de la decidua basalis par le VIH-1, il est possible 
que le virus échappe aux cellules dNK. Ou dans le cas d’une infection par le Plasmodium pour 
NKp30. Il serait intéressant d’étudier si l’infection par ces pathogènes modifient les profils 
d’expression des divers transcrits des NCR dans les cellules dNK. De même, l’environnement 
particulier de la grossesse pourrait moduler l’expression de transcrits alternatifs d’autres récepteurs, 
tels que 2B4, qui a deux transcrits, qui transduisent des signaux contraires (Mathew et al., 2009). Cette 
hypothèse est étayée par le fait que 2B4 agit comme un récepteur inhibiteur des fonctions des cellules 
dNK (Vacca et al., 2006). 2B4 est un corécepteur important, puisqu’il permet d’augmenter les signaux 
activateurs qui conduisent à l’activité lytique des cellules NK, mais également dans les réponses 
prolifératives de ces dernières. La prolifération des cellules dNK n’a jamais été étudiée, il est possible 
que ces cellules soient incapables de proliférer dans des conditions physiologiques ou infectieuses, 
dans le cas où ces dernières exprimeraient majoritairement l’isoforme inhibitrice. En effet, le ligand de 
2B4, CD48, est constitutivement exprimé par toutes les cellules, stromales et hématopoïétiques, 
présentes dans la decidua basalis. 
 Les cytokines semblent être importantes pour l’expression préférentielle des transcrits de 
NKp30 et de NKp44. Or, dans l’organisme, les cellules NK sont constamment soumises à des 
modifications de l’environnement cytokinique, notamment dans les cas de transformation tumorale. Il 
serait intéressant d’analyser l’expression de ces transcrits dans diverses pathologies, comme cela a été 
fait dans les cas de cancers du pancréas (Delahaye et al., 2011). De telles modifications phénotypiques 
posent la question de l’impact sur la fonctionnalité des cellules NK. Nos premiers résultats indiquent 
une diminution de la cytotoxicité lorsque les cellules sont traitées avec le cocktail cytokinique 
complet. L’impact du traitement sur la fonction sécrétrice des cellules NK est encore à tester. Le fait 
que des traitements à base de cytokines stimulatrices puissent réactiver les cellules NK chez certains 
patients atteints de cancers vient étayer cette hypothèse. Il serait intéressant d’étudier la modulation de 
l’expression des transcrits des NCR dans diverses infections virales, et éventuellement l’impact de 
thérapies basées sur l’injection de cytokines sur ces transcrits. 
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Certaines infections virales modifient sensiblement l’environnement cytokinique, notamment 
les virus des hépatites. Ainsi, il est connu que l’infection par le virus de l’hépatite C diminue 
l’expression et la capacité d’activation des cellules NK via le récepteur NKp30 (Holder et al., 2013). 
L’infection par le virus de l’hépatite B promeut la sécrétion de TGF-, qui diminue l’expression de 
NKG2D et de 2B4 (Sun et al., 2012). Or, l’IL-15 permet de restaurer en partie les pertes de fonction et 
d’expression dues au TGF-(Park et al., 2011). Du point de vue de la grossesse, des dérégulations 
dans les niveaux de cytokines sécrétées ont été rapportés pour l’IL-15, l’IL-18 et le TGF- dans des 
cas de pré-éclampsie (Hu et al., 2007) ;(Peracoli et al., 2008; Pugliese et al., 2008). Or le rôle des 
cellules dNK dans les désordres de la grossesse a été suspecté. Des niveaux de cytokines dérégulés 
modifieraient ainsi les ratios des différents transcrits, ce qui pourrait impacter sur les fonctions des 
cellules dNK. Des productions excessives d’IL-15 favoriseraient ainsi l’expression de l’isoforme a de 
NKp30, rendant les trophoblastes plus susceptibles à l’activité lytique des cellules dNK. Ces dernières 
pourraient sécréter moins de chimiokines, ce qui impacteraient sur l’invasion de la decidua basalis par 
les trophoblastes, empêchant le remodelage vasculaire utérin.  
La nature des ligands des NCR exprimés dans le decidua basalis peut aussi avoir une 
influence sur les isoformes de NKp30 et de NKp44 exprimées. En effet, l’isoforme c de NKp30 a un 
domaine Ig de type C, contrairement aux isoformes a et b, qui ont un domaine Ig de V (Delahaye et 
al., 2011). Ce qui pourrait éventuellement conduire à des modifications dans les modalités de liaison 
du récepteur à son ou ses ligands, et ainsi accorder un avantage sélectif aux cellules dNK qui 
expriment davantage l’isoforme c. Déterminer la nature exacte des ligands des NCR exprimés dans la 
decidua basalis apporterait également des informations supplémentaires sur les interactions entre 
cellules dNK et cellules stromales nécessaires au bon déroulement de la grossesse. 
Les modifications post-traductionnelles que peuvent subir les différentes isoformes de NKp30 
et NKp44 peuvent également varier. Ainsi, dans la decidua basalis, il a été identifié une modification 
post-traductionnelle de NKp30 unique, qui peut altérer sa reconnaissance du ligand(Ponnampalam et 
al., 2008). De telles modifications pour NKp44 restent encore à étudier.  
 La régulation de l’activité des cellules NK est très importante de par leur contribution majeure 
à l’immunité anti-tumorale et anti-virale. Nos résultats indiquent un nouveau mode de régulation de 
l’activité des cellules NK par l’expression d’isoformes de certains récepteurs. Cette modulation semble 
s’opérer in vivo, dans le cadre de la grossesse, avec une adaptation des cellules NK à l’environnement 
dans lequel elles évoluent. 
 L’ensemble de ces travaux apporte un nouvel éclairage sur les capacités et les fonctions des 
cellules dNK, des cellules absolument essentielles au bon déroulement de la grossesse. Nous avons 
montré pour la première fois que ces cellules ont la capacité de protéger le fœtus contre des infections 
congénitales, en plus de leurs fonctions d’aide à la placentation. De plus nous avons pu mettre en 
évidence que la régulation de la fonction de ces cellules passe par un mécanisme inédit de 
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TGF-b-Induced (TGFBI) Protein in Melanoma:
A Signature of High Metastatic Potential
Laura Lauden1, Johan Siewiera2, Wahid Boukouaci1, Kiran Ramgolam1, Samia Mourah1,3, Celeste Lebbe4,5,
Dominique Charron1,6, Fawzi Aoudjit7, Nabila Jabrane-Ferrat2,8 and Reem Al-Daccak1,8
Tumor-produced extracellular matrix (ECM) proteins can be key elements in tumor growth and metastasis.
Transforming growth factor beta–inducible (TGFBI) protein is a secreted ECM component that can have dual
function in cancer, acting as tumor suppressor or promoter. Although TGFBI is expressed in human melanoma
cells, the exact role it might have in melanoma metastasis remains elusive. Assessing the expression and secretion
of TGFBI, we show that human metastatic melanomas express and secrete signiﬁcantly higher amounts of TGFBI,
compared with nevus lesions and primary melanoma tumors. Intravenous injection of highly metastatic human
melanoma cells expressing shRNA that targets TGFBI assigns a critical role for TGFBI in the formation of
melanoma distal metastases in nude mice. In vivo assays demonstrate that TGFBI silencing does not interfere with
melanoma cells’ dissemination to distal sites but rather with their proliferation and outgrowth within new
microenvironment. In line, TGFBI silencing increases melanoma cells motility/invasion/extravasation in vitro but
interferes with their progression through the cell cycle, drastically reducing their proliferation. Furthermore,
we show that TGFBI is a regulator of cyclins and cyclin-dependent kinases in melanoma. Collectively, our
data describe a mechanism of melanoma metastatic outgrowth via promotion of growth/survival by the ECM
protein TGFBI.
Journal of Investigative Dermatology (2014) 134, 1675–1685; doi:10.1038/jid.2014.20; published online 6 February 2014
INTRODUCTION
Melanomas are highly aggressive malignancies that frequently
disseminate, remaining therefore an enormous clinical chal-
lenge. The factors involved in their metastatic outgrowth are not
yet fully explored, and a deeper understanding of such factors
should lead to more effective therapies (Spano et al., 2012).
The extracellular matrix (ECM) proteins, compromising
tumor microenvironment, can be key elements in tumor
growth and metastasis (Wong and Rustgi, 2013). They can
act as regulators of survival, proliferation, differentiation, and
cell migration/invasion. Melanoma cells often modify their
microenvironment through secretion of speciﬁc ECM proteins
and ECM-modifying proteases to be more permissive for their
growth and dissemination (Botti et al., 2012).
The transforming growth factor beta (TGFb)-induced protein
(TGFBI) is a secreted ECM protein mainly expressed in
ﬁbroblasts, keratinocytes, and muscle cells. It can associate
with several ECM proteins and function in many cell types as a
linker protein connecting various matrix molecules to each
other facilitating cell–ECM interactions (Thapa et al., 2007).
In cancer, the expression and functional role of TGFBI has
been controversial. TGFBI was found increased in various
tumors (Sasaki et al., 2002; Ma et al., 2008; Lin et al., 2010;
Turtoi et al., 2011; Ma et al., 2012) whereas downregulated in
others (Kang et al., 2010; Kaiser et al., 2013). However, recent
ﬁndings in ovarian cancer have indicated that TGFBI could
probably has dual function acting as tumor suppressor or
promoter (Ween et al., 2012). In melanoma, while microarray
analysis showed increased expression of TGFBI in cells from
metastatic and vertical growth phases (Hoek, 2007; Nummela
et al., 2012), TGFBI was also identiﬁed as decitabine-induced
gene through epigenetic histone modiﬁcation (Halaban et al.,
2009). We found that TGFBI is upregulated in multicellular
melanoma spheroids, which possess high metastatic potential
(Ramgolam et al., 2011). These studies have been supported
by recent ﬁndings showing that TGFBI is located in ﬁbrillar
structures in human melanoma metastases, and knockdown
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of TGFBI expression in melanoma cells impaired tumor
formation and vertical growth phase (Nummela et al., 2012).
However, the exact role of TGFBI in melanoma metastasis
remains incompletely understood.
In this study, we developed a metastasis model based on
intravenous injection of highly metastatic 1205Lu human mel-
anoma in nude mice and assessed the effect of silencing TGFBI
on melanoma cells’ dissemination and metastases formation.
Our results show that lack of TGFBI secretion by metastatic
melanomas results in drastic reduction in their distal metastatic
outgrowth mainly by disturbing their cell cycle progression likely
with defects in G1/S transition and S phase regulation.
RESULTS
Metastatic melanomas produce large amounts of TGFBI
We ﬁrst compared the mRNA expression in biopsies from
human nevi lesions, primary skin and metastatic melanomas.
Primary skin melanomas showed little variations in TGFBI level
compared with benign nevi (1- to 2-fold induction). TGFBI
expression levels were higher in metastatic melanomas than
in benign lesions or primary melanomas (ranging from 1.5- to
9.5-fold induction) (Figure 1a). This scattered variation in
TGFBI mRNA expression was not tissue speciﬁc, but we could
clearly deﬁne two groups of metastatic melanomas, a low (1-
to 2.5-fold induction) and a high (2.7- to 9.8-fold induction)
expressing group. To see the potential relevance of these
ﬁndings, we then performed TGFBI immunostaining in human
nevi lesions, primary melanomas, and skin, liver and lymph
node metastases. Despite heterogeneity in the expression level,
nevi lesions showed non- or very faint TGFBI staining
(Figure 1b). In contrast, TGFBI was detected around melanoma
cells in primary and metastatic lesions (Figure 1b), which is in
accordance with being a secreted ECM and with its reported
localization within ﬁbrillar structures surrounding melanoma
cells (Nummela et al., 2012). Compared with nevus lesions
and primary tumors, TGFBI staining was more intense in
metastases, suggesting that metastatic melanoma cells secrete
higher amounts of TGFBI than primary melanomas.
To verify the possibility that TGFBI was secreted by
melanoma cells and not surrounding cells, we compared the
secretion of TGFBI in different cell lines derived from human
primary melanomas (WM983A and WM793) or their respec-
tive metastatic counterparts from the same patients (WM983B,
1205Lu). All melanoma cell lines secrete large amounts of
TGFBI, but secretion levels were signiﬁcantly higher in
metastatic ones (Figure 1c).
TGFBI is required for melanoma metastatic outgrowth
The above ﬁndings suggest that the secretion of TGFBI by
melanoma cells might have a role in melanoma metastasis,
therefore we developed a metastasis model and assessed the
effect of silencing TGFBI. Metastatic melanoma cells were
engineered to express either a non-target shRNA (CTRL-GFP
(green ﬂuorescent protein)-shRNA-1205Lu) or shRNA that
targets TGFBI (GFP-TGFBI-shRNA-1205Lu) (Supplementary
Figure S1 online) and were injected into the retro-orbital
venous sinus of immunodeﬁcient mice. All mice that received
TGFBI-producing CTRL-shRNA-1205Lu cells (16 mice)
showed signiﬁcant weight loss 3 weeks post injection
(Figure 2a). Three out of the 16 recipient mice died very early
(day 15), and the remaining mice were moribund 15–47 days
post injection (Figure 2b). In contrast, mice that received TGFBI-
shRNA-1205Lu cells (15 mice) producing very low levels of
TGFBI (Supplementary Figure S1b and c online) did not show
major changes of their weight (Figure 2a), showed delay in
disease development, and increase in disease-free survival (6/15
TGFBI-shRNA-1205Lu challenged mice) (Figure 2b).
CTRL-shRNA-1205Lu group (10/10) developed proximal
tumor metastases while only 9/15 mice that received TGFBI-
shRNA-1205Lu cells developed proximal metastases
(Figure 2c), which were remarkably smaller than those of
the CTRL-shRNA-1205Lu challenged group. Examination of
the lung showed high incidence of distal metastases foci in
CTRL-shRNA group (10/10), whereas none of the mice in the
TGFBI-shRNA group developed distal metastases (Figure 2c).
In line, the mitotic ﬁgures were more abundant in CTRL-
shRNA compared with the TGFBI-shRNA group (Figure 2d).
Examination of draining and non-draining lymph nodes as
well as several other organs (data not shown) did not reveal
any other metastases development both in CTRL or TGFBI
knockdown tumor-challenged mice. Immunohistochemical
analyses showed intense TGFBI staining around inﬁltrating
tumor cells in proximal and distal lung and ovary metastases
in CTRL-shRNA-1205Lu-induced tumors (Figure 2e). In con-
trast, TGFBI-shRNA-1205Lu-induced tumors showed either
faint TGFBI staining of the proximal metastasis and no or
only background staining level of lung and ovary tissues.
Thus, TGFBI is critical for distal metastases development in
melanomas.
TGFBI knockdown does not interfere with melanoma cells’
dissemination to the lung
We then tested whether the absence of TGFBI impairs the
dissemination of melanoma cells through a kinetic study of
micro-metastases formation in the lung. Mice received intra-
venous injection of CTRL- or TGFBI-shRNA-1205Lu cells at
day 0. Groups of ﬁve mice were euthanized at different time
points, and the lungs were analyzed for micro-metastases
development. We took advantage of GFP expression (Supple-
mentary Figure S1a online) to analyze the whole-lung cell
suspensions by ﬂow cytometry. Although, we did not reach
signiﬁcance, extravasation to the lung was detected as early as
24hours post challenge with TGFBI-shRNA-1205Lu cells
(mean of 0.02% GFPþ cells in total lung) while it was detected
only on day 3 with CTRL-shRNA-1205Lu cells (Figure 3a).
The percentage of CTRL-shRNA-1205Lu extravasating cells
at day 5 remained similar to that at day 3, but a considerable
decline in the percentage (from mean of 0.08 to 0.037%) of
TGFBI-shRNA-1205Lu extravasating cells was observed after
5 days, and we could barely detect any GFPþ cells after
7 days. On the contrary, increasing numbers of GFPþ CTRL-
shRNA-1205Lu cells were detected over time, reaching a
mean of 0.4% by day 9. High-resolution two-photon micro-
scopy analyzing the localization of melanoma cells to the lung
corroborated with ﬂow cytometry analysis (Figure 3b). Hema-
tological dissemination of melanoma cells to the lung was
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clearly visible as single-cell micro-metastasis 5 days after
implantation with both melanoma cell lines. However, by 9
days post implantation, several foci of larger metastases were
detected only in the CTRL-shRNA-1205Lu group, whereas
almost no GFPþ cells were present in the TGFBI-shRNA
group (Figure 3b).
Therefore, we investigated the role of TGFBI knockdown
in cell migration, invasion, extravasation, and adhesion
capacity in vitro. We found that TGFBI-shRNA-1205Lu
cells not only have higher migration than CTRL-shRNA-
1205Lu or wild-type (WT) 1205Lu cells (3.5-fold increase)


































































































Figure 1. Human melanoma produces large amounts of transforming growth factor beta (TGFb)-induced protein (TGFBI). (a) Expression of TGFBI mRNA
relative to PPIA housekeeping gene mRNA in benign nevi, primary skin, and metastatic melanomas. Median values are 0.50±0.087 (nevi), 1.15±0.28
(primary skin), and 3.82±0.28 (metastatic melanoma). (b) Representative images of TGFBI staining and quantiﬁcation (right panel) in nine nevi (1 and 2), ﬁve
primary skin melanoma (primary), and in ﬁve skin, ﬁve liver, ﬁve lymph node (LN) metastases. Bar¼ 50mM. Mean values ±SEM are presented. (c) Secretion
of TGFBI by primary (WM293A, WM793) and their respective metastatic (WM983B, 1205Lu) melanoma cell lines. Results are expressed as mean values±SD of
TGFBI (pg) secreted by 1,000 cells from three independent experiments performed in triplicate. *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001. NS, not signiﬁcant.
L Lauden et al.
TGFBI Is a Signature of Metastatic Melanomas
www.jidonline.org 1677
to invade (2.5-fold increase) (Figure 3c left panel and
Supplementary Figure S2b online) and extravasate through
endothelial cells (2-fold increase) (Supplementary Figure S2c
online). TGFBI-shRNA-1205Lu cells also displayed higher
capacity to adhere than WT and CTRL-shRNA-1205Lu cells
(1.5-fold increase) (Figure 3c right panel and Supplementary
Figure S2d). The addition of recombinant TGFBI restored
invasion and adhesion to the level of WT cells (Figure 3c
and Supplementary Figure S3 online), indicating that the
observed increases are linked to the knockdown of TGFBI
secretion in TGFBI-shRNA-1205Lu cells. Similar results
were obtained when assays were conducted with cells
engineered with a second TGFBI-shRNA (Supplementary


























































































































Figure 2. Transforming growth factor beta (TGFb)-induced protein (TGFBI) expression is required for metastatic outgrowth. Nude mice received either
CTRL- or TGFBI-shRNA-1205Lu melanoma cells. (a) Body weight analysis at 3 weeks post-tumor inoculation. (b) Kaplan–Meier disease-free survival curves.
(c) Hematoxylin and eosin (H&E) staining of proximal and distal tissues indicating metastases formation (Tumor) and normal adjacent tissue (AT). Dashed lines
delineate tumor tissue border from normal AT. Bar¼ 50mm. Arrowheads point to mitotic ﬁgures. (d) H&E staining and quantiﬁcation of frequently observed mitotic
ﬁgures in proximal metastases taken with  400 objectives. Each data point represents the average count of mitotic ﬁgures in 10 ﬁelds. Median (horizontal line) is
shown. (e) Representative TGFBI expression (left panel) and quantiﬁcation (right panel) in different tissues ( 200 magniﬁcation). Mean values ±SEM are
presented. *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001.
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Collectively, these in vivo and in vitro ﬁndings show that
TGFBI-shRNA-1205Lu cells can extravasate like CTRL-
shRNA-1205Lu cells, but their survival is impeded in a new
microenvironment.
TGFBI is required for melanoma cells’ proliferation and survival
We then investigated the role of TGFBI in tumor cell
engraftment, namely cell growth and survival. Immunohisto-











































































































































Figure 3. Transforming growth factor beta (TGFb)-induced protein (TGFBI) silencing does not affect dissemination capacity of melanoma cells. (a) GFPþ
(green ﬂuorescent protein–positive) cells detected in total lung from CTRL- or TGFBI-shRNA-1205Lu cells nude mice. Representative overlay of FACS plots at
different time points (left panel) and quantiﬁcation of GFPþ cells given as mean values ±SEM (right panel). (b) Images on ﬁxed lungs from maximum
intensity projection of z-stacks (15mm). YZ and XY orthogonal views are shown. Second-harmonic generation of type I collagen (cyan); GFPþ CTRL- or
TGFBI-shRNA-1205Lu cells (green). Arrowheads indicate GFPþ cells. Bar¼100mm. Higher magniﬁcation images are given, bar¼ 20mm. (c) Wild-type (WT) or
CTRL- or TGFBI-shRNA-1205Lu cells’ invasion and adhesion presented as mean values ±SD from three independent experiments performed in triplicates.
**Po0.01, ***Po0.001.
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tumors display intense staining of cellular proliferation marker
Ki67, TGFBI-shRNA-induced tumors display reduced numbers
of Ki67þ -proliferating cells (Figure 4a). Accordingly, we
evaluated the effects of TGFBI knockdown on melanoma cells
growth in vitro. Proliferation of TGFBI-shRNA-1205Lu cells
was slower compared with WT and CTRL-shRNA-1205Lu
cells (Figure 4b). Notably TGFBI-shRNA-1205Lu cells showed
a drastic decline in their growth beginning at day 4 and
demonstrated the lowest rate of proliferation by day 6 (10-
folds less than WT and CTRL-shRNA-1205Lu cells). Mela-
noma cells engineered with another TGFBI-shRNA displayed
similar proliferation proﬁle (Supplementary Figure S2e online).
7-Aminoactinomycin D (7-AAD)/Annexin-V staining showed
that only 20% of TGFBI-shRNA-1205Lu cells survived after 4
days of culture compared with 90% of CTRL-shRNA-1205Lu
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Figure 4. Transforming growth factor beta (TGFb)-induced protein (TGFBI)-shRNA-1205Lu cells display lower proliferation rate and decreased survival.
(a) Representative images (left panel) and quantiﬁcation (right panel) of Ki67 expression in CTRL- (n¼ 10) and TGFBI-shRNA-1205Lu (n¼ 9) proximal tumors
performed using 3DHISTECH panoramic slide viewer. Bar¼50mM. (b) Proliferation of wild-type (WT), CTRL- and TGFBI-shRNA-1205Lu cells was determined at
indicated time points. Results are presented as mean values±SD of absorbance from three independent experiments performed in triplicates. (c) Apoptosis and
survival of TGFBI-shRNA-1205Lu cells. Conditioned medium (CM) from CTRL-shRNA-1205Lu or anti-TGFBI-blocking antibody was added. Representative
dot-plot showing the percentage of cells in each quatrain (left panel), and the percentage of 7-AADnegAnnexinneg cells presented as mean values±SD from
three independent experiments (right panel). ***Po0.001. BrdU, 5-bromo-2’-deoxy-uridine; PE, phycoerythrin; 7-AAD, 7-aminoactinomycin D.
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presence of conditioned medium from CTRL-shRNA-1205Lu
cultures increased the percentage of living TGFBI-shRNA-
1205Lu cells to 70%, and the presence of a blocking anti-
TGFBI antibody completely abrogated this rescue (Figure 4c).
Thus, secretion of TGFBI contributes to melanoma cells’
growth and survival within their microenvironment.
Melanoma cells lacking TGFBI have defective cell cycle
progression
As the successful division and replication of cells is essential
for their survival, we examined the progression in cell cycle of
CTRL-shRNA-1205Lu cells in comparison to TGFBI-shRNA-
1205Lu over 5 days (Figure 5a and b). On day 1 TGFBI-
shRNA-1205Lu cells tend to increase their G0/G1 phase
(P¼ 0.08) and signiﬁcantly decreased G2/M phases popula-
tions (P¼0.03) compared with CTRL-shRNA-1205Lu cells.
On day 2, TGFBI-shRNA-1205Lu cells showed signiﬁcantly
decreased G0/G1 and G2/M phases (P¼ 0.01 and P¼ 0.006,
respectively) compared with CTRL-shRNA-1205Lu cells,
whereas the percentage of cells in S phase increased without
reaching signiﬁcance. This is likely due to the emergence of
a subG1 phase population (15% apoptotic cells), while
CTRL-shRNA-1205Lu cells did not show any apoptotic cells
on day 2. At the end of the culture, G0/G1, S, and G2/M phase
populations presented, respectively, nearly 71, 13, and 10% in
CTRL-shRNA-1205Lu cultures compared with 44, 5 and 3% in
TGFBI-shRNA-1205Lu cultures (P¼0.0001, P¼0.007, and
P¼0.02, respectively). Nearly 6% of cell death was observed
in CTRL-shRNA-1205Lu cultures compared with 48% in
TGFBI-shRNA-1205Lu cultures. These results indicate that
TGFBI-shRNA-1205Lu cells have disturbed cell cycle progres-
sion likely with defects in G1/S transition and S phase
regulation. Therefore, we analyzed the expression of the
cyclin-dependent kinases (CDKs) and their regulators the
cyclins (CCN). Quantitative reverse transcriptase–PCR (RT-
PCR) analysis showed that TGFBI-shRNA-1205Lu cells express
extremely low levels of CDK2 and signiﬁcantly lower level of
CDK6 compared with CTRL-shRNA-1205Lu cells (Figure 5c).
TGFBI-shRNA-1205Lu cells also expressed very low levels of
both CCNA and CCNE compared with CTRL-shRNA-1205Lu
cells (Figure 5d). CCNE/CDK2 complex activity is required for
G1/S transition. CCNA regulates two different phases, S and
M, in function of whether it binds to CDK2 or CDK1,
respectively. CDK6 is a catalytic subunit of the complex
CCND1/CDK6 that is important for cell cycle G1 phase
progression and G1/S transition.
Together, these results indicate that the secretion of TGFBI
by melanoma cells is likely implicated in maintaining the
expression of key regulators of their cell cycle and in the
regulation of melanoma metastatic outgrowth.
DISCUSSION
Through a knockdown approach and in vivo metastasis
model, we demonstrate the implication of TGFBI in mela-
noma distal metastasis formation through regulation of mela-
noma cells growth.
We found that TGFBI is expressed in nevus and melanoma
clinical specimens. However, it was more abundant, although
with a scattered pattern, in metastatic melanoma tissues.
Metastatic melanoma cell lines also secreted higher amounts
of TGFBI compared with their primary counterparts. Thus the
expression of TGFBI in melanoma is proportional to tumor
progression stage and aggressiveness. Melanoma tumors are
marked by their extensive heterogeneity (Fidler and Kripke,
1977; Banerjee and Harris, 2000), and speciﬁc transcriptional
signatures delineate various melanoma cells subpopulations
(Haqq et al., 2005; Hoek et al., 2006). In vivo, these speciﬁc
transcriptional signatures are linked and reversible given
appropriate signals and microenvironment cues, suggesting
that melanoma progression is associated with transcription
signature plasticity (Hoek et al., 2008). Heterogeneity and
plasticity could explain the scattered pattern of TGFBI by
different metastatic melanoma clinical specimens. In this
perspective, our ﬁndings endorse the expression of TGFBI by
melanoma as part of their plasticity towards aggressive
metastatic phenotype. Our in vivo studies in a model of
metastasis strongly support this notion. We found that the lack
of TGFBI not only reduces tumor incidence but also distant
metastases. That the secretion of TGFBI by melanoma cells
promotes their development and permits their metastatic
outgrowth suggests that TGFBI is part of the tumor-induced
ECM modiﬁcations allowing progression and dissemination.
In ovarian cancer, TGFBI production by peritoneal cells
promotes motility/invasion and adhesion of cancer cells to
peritoneal cells increasing their metastatic potential (Ween
et al., 2011). Human colon cancer cells lacking TGFBI have
decreased capacity to extravasate and decreased metastatic
potential (Ma et al., 2008). In our melanoma model, TGFBI
knockdown increases the capacity of tumor cells to migrate/
invade/extravasate and does not affect their dissemination
capacity in vivo. This is in line with TGFBI being an anti-
adhesive protein for melanoma cells (Nummela et al., 2012) and
indicates that TGFBI in melanoma potentiates metastases in a
manner distinct from that operating in other tumors. One
possible mechanism by which TGFBI affects cell adhesion and
migration is through its negative effect on cytoskeleton
dynamics. Downregulation of TGBFI in melanoma cells results
in increased co-localization of actin ﬁlaments, b1 integrins, and
talin (Nummela et al., 2012). TGFBI also stabilizes microtubules
(Ahmed et al., 2007), which could also affect the migration
process, and TGFBI silencing would favor microtubule
dynamics and thereby cell motility and invasion. The lack of
TGFBI resulted in a drastic decrease in the capacity of
melanoma cells to proliferate to form micro-metastases. In
line, we show that TGFBI produced from melanoma cells is
critical for their proliferation, and their growth inhibition and
defects in cell cycle progression were concomitant with drastic
cell death. This ﬁnding suggests that the drastic decrease in cell
proliferation observed in vivo is likely due to extensive cell
death in the absence of secreted TGFBI. This indicates that even
if melanoma cells lacking TGFBI have increased motility/
invasion/extravasation, their establishment, survival, and
growth within a new microenvironment, which is part of the
overall metastatic process, is impaired.
If TGFBI produced from melanoma cells is functionally
linked to their own growth and survival in distal metastases,
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how does it operate? Our rescue experiments in which shRNA
effect was reversed by exogenous TGFBI in conditioned
medium or recombinant TGFBI indicate that TGFBI released
by melanoma cells, rather than an intracellular form, likely
regulates their proliferation and survival. Actions of secreted
TGFBI depend on interactions between other ECM proteins
and speciﬁc integrins present in tumor microenvironment.
Growth and survival of melanoma cells through integrins is
regulated by the composition and the physical nature of the
ECM proteins (Petitclerc et al., 1999; Henriet et al., 2000).
Beside tumor-derived proteases, tumor-secreted ECM proteins
can also have critical roles in ECM modiﬁcation/re-
organization to promote growth and survival (Berking et al.,
2001; Botti et al., 2012). Thus TGFBI upon its secretion by
melanoma cells could also be an actor of ECM remodeling
and re-organization providing a supporting scaffolding and a
positive feedback stimulation of tumor growth/survival. This
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Figure 5. Transforming growth factor beta (TGFb)-induced protein (TGFBI)-shRNA-1205Lu cells have defective cell cycle progression. (a) Cell cycle
distribution of CTRL- and TGFBI-shRNA-1205Lu cells at indicated time points. The percentage of cells in each phase of the cycle is shown for each panel.
Percentages of sub-G1 and dead cells are given. (b) Quantiﬁcation given as percentage of maximum calculated from replicate experiments. (c and d) mRNA levels
for cell cycle regulatory cyclin-dependent kinases (CDK1, 2, 4, and 6) (c) and cyclins (CCNA/B, D1, and E) (d) genes were determined for CTRL- and
TGFBI-shRNA-1205Lu cells. Results from three independent experiments are expressed as mean values of relative mRNA quantity of each CDK or
CCN against RPL13 gene. Error bars are±SEM. *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001 comparing TGFBI- with CTRL-shRNA-1205Lu cells.
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ECM proteins, including collagens, ﬁbronectin, proteoglycans,
and periostin (Thapa et al., 2007), and its localization within
ﬁbrillar ﬁbronectin structures in melanoma tumors (Nummela
et al., 2012).
TGFBI knockdown induced growth inhibition through
defects in G1/S transition and S phase regulation by control-
ling the expression of CDK2 and CDK6 and their regulators
CCNA and CCNE. Regulation of CCNs requires coordinated
signaling from soluble factors and ECM/integrins. The signal-
ing pathways activated upon TGFBI/integrins interactions are
not yet fully determined, and we did not investigate the
signaling pathways supported by TGFBI in melanoma or the
implicated integrin. However, as part of intracellular signaling,
TGFBI interaction with integrins supports actin stress ﬁber
formation in adhering cells (Billings et al., 2002),
phosphorylation of AKT, extracellular signal–regulated kinase,
focal adhesion kinase, and paxillin in U87 and vascular
smooth cells (Kim et al., 2003; Lee et al., 2006), and
activation of phosphatidylinositol 30-kinase pathway in
keratinocytes (Oh et al., 2005).
TGFBI was originally identiﬁed as a TGFb-inducible gene
(Thapa et al., 2007). As increased TGFb expression was
correlated with melanoma progression and implicated in
promoting aggressiveness and metastasis (Javelaud et al.,
2008), it is possible that TGFBI acts among the effectors in
mediating the prometastatic/metastatic activity of TGFb in
these tumors. In breast cancer, a link between TGFb signaling,
TGFBI expression, and metastasis was proposed (Shipitsin
et al., 2007). In human melanomas, two populations with
very distinct gene expression proﬁles were identiﬁed: neural
crest and melanocytic differentiation phenotype and more
aggressive phenotype displaying a TGFb signature (Hoek
et al., 2006; Hoek, 2007; Hoek et al., 2008). TGFb has
anti-proliferative effects on normal melanocytes, whereas
melanoma cells display increased resistance to TGFb-
dependent growth inhibition, proportional to tumor
progression stage (Krasagakis et al., 1998) and is
probably highly speciﬁc to cell cycle progression (Rodeck
et al., 1999; Reed et al., 2001; Poser et al., 2005). Our
results demonstrate that the lack of TGFBI decreases the
expression of CDK2 and CCNE, thus CDK2/CCNE complex,
which binds to p21 inhibiting its activity and promoting
cell cycle progression. Therefore, we propose the abundance
of TGFBI in metastatic melanoma among the mechanisms
mediating the desensitization of aggressive melanoma
cells to TGFb anti-proliferative effect and suggest a link
between TGFb signaling, TGFBI expression, and melanoma
metastatic growth.
In summary, we describe a mechanism of melanoma
metastatic outgrowth via promotion of growth/survival by
TGFBI. The management of melanoma metastatic
outgrowth remains a clinical challenge, and elevated
secretion of TGFBI could be used as a biomarker for indicating
patients with progressing tumors. Although this warrant
further investigations, TGFBI being an ECM protein,
peptides or antibodies that inhibit or limit its action
might be among the strategies to control or limit melanoma
metastases.
MATERIALS AND METHODS
Patient samples and melanoma cell cultures
Frozen human nevus (n¼ 6), primary skin melanoma (n¼ 5), and
metastatic melanoma (n¼ 20) specimens (Saint Louis Hospital,
Dermatology Department, Paris, France) were used for RNA extrac-
tion. Parafﬁn blocks of human nevus (n¼ 9), primary skin melanoma
(5), and skin (n¼ 5), lymph node (n¼ 5), and liver (n¼ 5) metastatic
melanomas were obtained from the laboratory of anatomy and
pathological cytology (Purpan Hospital, Toulouse, France). Speci-
mens were collected, and the study was performed according to the
guidelines of Hospitals institutional boards and Ethic Committees after
written informed patients’ consent, in accordance with the Helsinki
Declaration. Human melanoma cell lines (gift from Alain Mauviel
(Curie Institute, Orsay, France)) derived from tumor biopsies from
patients with primary (WM983A and WM793) or metastatic
(WM983B and 1205Lu) melanoma lesions (Alexaki et al., 2010)
were grown in DMEM/F-12 medium supplemented with 10% fetal
calf serum (Invitrogen, Saint Aubin, France).
Stable TGFBI silencing in 1205Lu human melanoma cells
Stably transduced cells were generated by lentiviral infection
using pLKO.1-puro-CMV-TurboGFP plasmid (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France) encoding non-targeting shRNA
(CTRL-shRNA, Sigma-Aldrich SHC002V) or shRNA targeting the
coding sequence of TGFBI (TGFBI-shRNA clone TRCN0000062174
and TRCN0000062175). RT-PCR and ELISA veriﬁed stable
reduction of TGFBI mRNA expression and TGFBI secretion over
time. Detailed procedures are described under Supplementary
Information online.
Gene expression
Total mRNA was isolated using RNeasy kit (Qiagen, Valenica, CA)
and reverse transcribed with Omniscript (Qiagen). cDNAs were then
processed for RT-PCR using SYBR Green PCR kit (Applied Biosystems,
Villebon-sur-Yvette, France). Gene-speciﬁc primers are summarized
in Supplementary Table S1 online, and technical details are under
Supplementary Information online.
Experimental metastasis in mice
Six to 8-week-old female nude mice (NMRI Nu/Nu) were injected into
the retro-orbital venous sinus with 5 105 melanoma cells expressing
CTRL-shRNA or TGFBI-shRNA as described (Galaup et al., 2006).
Mice were monitored twice a week to detect weakness, weight loss, or
morbidity, and those losing 415% of their weight were euthanized.
Spleen, lymph nodes, liver, lung, kidney, colon, ovary, and uterus
were removed and processed for histopathological analysis as
described (Chabot et al., 2011). All animal experiments were
performed in agreement with the European Union guidelines and
approved by the local Ethic Committee (MP/02/37/06/08).
Histopathology and immunostaining
Formalin-ﬁxed parafﬁn-embedded specimens of melanoma tissues
were processed for hematoxylin/eosin staining or immunohistochem-
istry. Immunohistochemistry were performed with anti-TGFBI (Pro-
teintech, Manchester, UK) or anti-Ki67 (Thermo Scientiﬁc,
Courtaboeuf, France) mAbs, revealed using the ABC-peroxidase kit
(Vector Laboratories, Peterborough, UK), analyzed with a Leica DMR
microscope (Leica Microsystems, Nanterre, France) at  200
L Lauden et al.
TGFBI Is a Signature of Metastatic Melanomas
www.jidonline.org 1683
objective, and speciﬁc pixel intensities over ﬁeld area were calculated
in mm2 using 3DHISTECH panoramic slide viewer (3DHISTECH Kft,
Budapest, Hungary). Details are under Supplementary Information
online.
Two-photon microscopy and second-harmonic generation
Lungs were removed, ﬁxed in 3% formaldehyde, and tissues were
mounted using surgical glue. Images were taken on a Zeiss inverted
two-photon microscope ( 20 water-immersion objective) (Carl
Zeiss, Jena, Germany). Helical structures of collagen ﬁbers were
imaged using the second-harmonic generation structures. The appear-
ance of lung metastases was followed using GFP. Z-stack images
were collected over 250-mm deep sections.
Proliferation, apoptosis, and cell cycle assays
CTRL- and TGFBI-shRNA-1205Lu cells were grown as indicated, and
proliferation, apoptosis, and cell cycle were analyzed. Proliferation
was evaluated using 5-bromo-2’-deoxy-uridine labeling and detection
kit III (Roche, Boulogne-Billancourt, France) by absorbance measure-
ment at 405nm. Apoptosis was determined using 7-AAD and
Annexin-V–phycoerythrin (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France)
staining and ﬂow cytometry (FACS Canto II) analysis (BD Bios-
ciences). Supernatant from CTRL-shRNA-1205Lu cultures was used
to replace that of TGFBI-shRNA-1205Lu cultures in the presence or
absence of an anti-TGFBI-blocking antibody (Proteintech). Cell cycle
was analyzed on ﬁxed cells and stained using propidium iodide
supplemented with RNAse A (Sigma-Aldrich). DNA contents were
analyzed on a FACS Calibur cytometer (BD Biosciences). Percentages
of cells in G0/G1, S, and G2/M phases were determined by Watson
method using the FlowJo software (Celeza, Olten, Switzerland).
Migration, matrigel invasion, and extravasation assays
CTRL- and TGFBI-shRNA-1205Lu cells were harvested, re-suspended
in serum-free medium (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany)
with or without soluble recombinant TGFBI (100nM) (R&D Systems,
Lille, France) and seeded at 5 104 cell on Transwell inserts coated
or not with growth-factor reduced Matrigel (BD Bioscience). After
6hours, migrating/invading cells were ﬁxed, stained, and counted
under a light microscope. Extravasation assays were conducted
following the above procedure but using ﬂuoroblok transwell inserts
coated with matrigel and human microvascular endothelial cells
seeded at 5 104 cell/well, and DiO-labeled extravasading mela-
noma cells were directly counted using ﬂuorescence microscopy.
Details are under Supplementary Information online.
Adhesion assays
CTRL- and TGFBI-shRNA-1205Lu melanoma cells were harvested, re-
suspended in serum-free medium with 0.1% BSA, seeded in a 96-well
plate at 2.5 104 cell/well, and allowed to adhere for 1 hour. Cells
were then ﬁxed with 1% formaldehyde, stained with violet cristal,
then lysed with 1% SDS, and absorbance at 600nm using a
microplate reader determined the relative adherence.
Statistical analyses
For TGFBI gene expression, migration/invasion/extravasation, and pro-
liferation assays, we used the t test to calculate 95% conﬁdence intervals
on differences between median or mean and Mann–Whitney test to
obtain P value. Data related to experimental metastasis in mice were
analyzed using two-way analysis of variance test. All statistical tests
were two-sided. Po0.05 was considered to be statistically signiﬁcant.
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Aims: Allogeneic human cardiac-derived stem/progenitor cells (hCPC) are promising candidates for 
cardiac repair. They interact with T cells, major effectors of the adaptive immune response, inducing 
“paracrine” anti-inflammatory effects that could sustain tissue repair/regeneration. Yet, to get through 
successful clinical translation their expected persistence upon administration to injured myocardium is 
to be evaluated. Natural killer (NK) cells are major effectors of the innate immune system that might 
influence the persistence of therapeutic stem/progenitor cells. Therefore, to anticipate the allogeneic 
hCPC persistance we defined their potential crosstalk with NK cells under steady state and 
inflammatory conditions. 
Methods and Results: By using an experimental model of allogeneic hCPC/NK cell interaction, we 
demonstrate that hCPC moderately trigger cytokine-activated, but not resting, NK cell killing that 
occurs through formation of lytic immunological synapse and NK cell natural cytotoxicity. Yet, 
inflammatory context substantially decreases their capacity to set cytokine-activated NK cell functions 
toward NK cell cytotoxicity and protects hCPC from NK cell killing. Allogeneic hCPC also restrain 
NK cell cytotoxicity against conventional targets and inflammatory cytokine secretion biasing the 
latter toward anti-inflammatory cytokines. Thus, hCPC are unprivileged targets for allogeneic NK 
cells and can restrain NK cell functions in allogeneic settings.  
Conclusions: Collectively, our data suggest that allogeneic hCPC/innate NK cells crosstalk would 
prolong their retention within injured inflamed myocardium and might contribute to attenuating 
inflammation and to preventing adverse cardiac remodeling.  
Key words: human cardiac stem/progenitor cells; myocardial infarction; allogenicity; NK cells 
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1. Introduction
Cardiac stem/progenitor cells are intensively investigated as promising therapeutics to incurable 
heart failure (HF) post-myocardial infarction (MI)1-3. Pre-clinical studies with allogeneic cardiosphere-
derived cells4 and cardiospheres5 showed the efficiency of these cells in attenuating left ventricular 
remodeling and improved ventricular function in the settings of post-MI HF, without eliciting 
deleterious immune reactions. This has made the use of these cells a pragmatic proposition for cardiac 
repair. Our recent immunological studies of human cardiac-derived progenitor cells (hCPC) reinforced 
this notion3.  
The c-kit-immunoselected hCPC3 present a population of cardiac-derived progenitor cells with a 
mixed stem-cell phenotype3. They express the pluripotency transcription factors OCT4, SOX2, and 
NANOG, are negative for hematopoietic CD34 and CD45, and endothelial CD133 markers, display 
low levels of c-Kit (2-5%), but express SSEA-1, SSEA-4, CD90, CD73, CD105, and CD166 
stem/progenitor markers and the cardiac lineage commitment factors Nkx2.5, GATA-4, Islet-1, and 
MEF2C3. Injection of these cells in experimental animal models demonstrated their potential to 
promote cardiac repair/regeneration3. In a recognized pre-transplantation experimental model of 
allogeneic grafts, hCPC trigger activation and expansion of regulatory T cells rather than 
inflammatory Th1/Th2 cells, promoting a contact-dependent allogeneic-driven immunomodulation3. 
Thus, the inherent immune features of hCPC shift their capacities toward the delivery of signals that 
would promote the development and maintenance of functional anti-inflammatory, rather than 
deleterious, adaptive immune response, as well as their eventual translation.  
MI causes inflammation typified by recruitment and activation of the adaptive but also the innate 
immune cells13. Allogeneic immune reactions were believed to be only an adaptive immune T cell-
mediated event that determines the outcome of organ or cell transplantation. Yet, the complexity in 
reaching allogeneic transplant tolerance stressed the importance of Natural killer (NK) cells, the major 
effectors of the innate immune system, in allogeneic transplantation6. In animal models, steady state 
NK cells are sufficient to kill allogeneic cells in the absence of adaptive immunity7. In humans, NK 
cells are involved in antibody-mediated graft rejection8 but alloreactive NK cells might also control 
leukemia relapse and eliminate rejection of hematopoietic transplants9,10. Therefore, besides T cell-
mediated events, understanding the crosstalk between allogeneic cardiac-derived stem/progenitor cells 
and NK cells is important for rational therapies to HF post-MI.  
NK cells use an array of activating and inhibitory receptors to sense their environment and 
respond. No single NK activating receptor dominates; instead synergistic signals from combinations of 
receptors are integrated to activate NK cell functions, cytotoxicity and cytokine secretion11. The NK 
cell inhibitory receptors are specific for Major Histocompatibility Complex class I (MHC I) molecules 
(Human Leukocyte Antigens class I (HLA I)), and their engagement during NK cell development is 
necessary for the maintenance of self-tolerance11. In allogeneic transplant models alloreactive NK cells 
are fully responsive (functional) and the net balance of signals emanating from their activating and 
inhibitory receptors would determine the outcome of their effector functions. In addition, a large panel 
of cytokines regulates NK cell effector functions. Inflammatory IL2, IL12, IL15 and IL18 cytokines 
promote their cytotoxicity and cytokine secretion whereas TGF and IL10 down-regulate these 
effector functions12.  
Thus toward rational hCPC therapeutics, we thoroughly investigated the interaction of 
allogeneic hCPC with NK cells. We found that hCPC, are modestly susceptible for allogeneic NK 
cells natural cytotoxicity and are significantly protected from this cytotoxicity within an inflammatory 
context. hCPC also down-regulate NK cells cytotoxicity against conventional targets and bias their 
cytokine secretion function toward anti-inflammatory cytokines, in particular IL10, instead of IFN
and TNF  inflammatory cytokines. Together our data suggest that the hCPC crosstalk with NK cells 
in allogeneic settings would prolong hCPC retention within an injured heart and as such might 




Refer to Supplementary Material online for detailed experimental methods.  
2.1. Experimental model: Clinical settings for cardiac repair would administrate human cardiac 
stem/progenitor cells (hCPC) in a post-MI inflammatory context. The oxygen concentration of the in 
vivo microenvironment of stem cells is known to be low (1-7% depending on the tissue). To mimic, 
we cultured and expanded hCPC, and set up our experimental model at low oxygen tension operative 
in vivo (3% O2), under steady-state and inflammatory conditions as we described3. NK cells were 
isolated from peripheral blood mononuclear cells (PBMC) using immunomagnetic beads and were 
stimulated with recombinant human inflammatory cytokines (rhIL2, rhIL15 or rhIL12/rhIL18) in 
RPMI-10% fetal bovine serum (FBS) medium. All cells were genotyped for HLA (Online Table S1). 
The project has been approved by the ethical committees of “Hospital 12 de Octubre” and “Fundacion 
Jimenez Diaz”, Madrid – Spain, and “Saint Louis Hospital”, Paris – France, and the study was 
performed conform to the declaration of Helsinki. All experiments were conducted with both freshly-
isolated and cytokine-activated NK cells and hCPC and IFN-treated hCPC (IFN-hCPC) as target 
cells, IFN being a major inflammatory cytokine impacting cell immunogenicity without affecting the 
stem/progenitor properties3 and recognized model of inflammation.   
2.2. NK cells cytotoxicity: Specific lysis of target cells was evaluated by CFSE/7AAD staining and 
calculated according to: 100 x [(observed lysis-spontaneous lysis)/(100-spontaneous lysis)]14.
2.3. NK cells degranulation: The expression of CD107a (Online Table S2) was analyzed on CD3-
CD56+ NK cells, cultured alone or in the presence of different target cells by flow cytometry.
2.4. Conjugates detection: CFSE-labeled NK cells were mixed with CMRA-labeled-hCPC or 
CMRA-labeled-IFNγ-hCPC and the number of CFSE/CMRA double positive events in CFSE-positive 
NK cells was determined by flow cytometry. 
2.5. Immunologic synapse: NK cells were incubated with hCPC or IFNγ-hCPC and stained with 
mouse anti-perforin (Online Table S2) and phalloidin-Alexa568 (to detect actin). Images of 
immunological synapse were acquired by Axiovert 200 microscope. Synapses were considered 
polarized when the perforin and actin network of NK cells were oriented toward hCPC. 
2.6. NK and hCPC phenotyping: Expression of NK cell activating and inhibitory receptors and their 
ligands on hCPC, was analyzed by flow cytometry using specific antibodies (Online Table S2), and is 
presented as percentage of positive cells and geometric mean of fluorescence intensity (MFI).  
2.7. Immunomodulation assays: NK cells were cultured alone or in the presence of hCPC or IFNγ-
hCPC then re-cultured with conventional targets and their degranulation and cytotoxicity were 
determined. For effect of hCPC or IFNγ-hCPC on cytokine-induced NK cell proliferation, CFSE-
labeled NK cells were stimulated with cytokines in the absence or presence of hCPC or IFN-hCPC, 
and their proliferation was estimated by the decrease of CFSE staining on CD3-CD56+ NK cells. 
2.8. Cytokine assays: The level of cytokines was measured in the supernatants of cultures by ELISA 
specific kits or premixed Multiplex kits.
2.9. Statistical analyses: Statistical analyses were performed using the GraphPad InStat3 software. 
Statistical significance (p-values) was calculated using One-Way Analysis of Variance (ANOVA)-




3.1. hCPC display moderate susceptibility to allogeneic cytokine-activated NK cells  
We investigated the susceptibility of hCPC to NK cell-mediated killing under steady-state and 
inflammatory conditions. hCPC and IFN-hCPC were co-cultured in allogeneic settings with freshly-
isolated or IL15-activated NK cells and their cytolysis was measured. The reference cell lines for NK 
cells susceptibility and resistance, HLA I-negative NK-sensitive leukemic cell line K562 and highly 
HLA I-positive NK-resistant B-cell lymphoma Raji cells were used as positive and negative control 
targets, respectively. Allogeneic freshly-isolated NK cells neither killed hCPC nor IFN-hCPC nor 
Raji cells but did kill K562 cells (Figure 1A, left panel). However, when hCPC were cultured with 
IL15-activated NK cells they were killed although to significantly lesser extent than conventional NK 
cell target (p<0.001). Specific lysis of hCPC was almost 50% compared to 95% for K562 cells at the 
highest effector:target ratio of 10:1 (Figure 1 A, right panel). Remarkably, the IL15-activated NK cell 
killing toward IFN-hCPC was decreased by 50% compared to hCPC (Figure 1A, right panel) 
(p<0.001). Blocking TRAIL and/or FasL in co-cultures of hCPC with activated-NK cells did not 
reduce the cytotoxicity of these cells toward hCPC and had negligible effect on the cytotoxicity 
against IFN-hCPC (data not shown). This signifies that lysis of hCPC is independent of the death 
receptors pathway and it probably occurs through NK cell-based natural cytotoxicity and release of 
cytolytic granules. This pathway is reflected by the membrane expression of NK degranulation marker 
CD107a on effector NK cells15. In our settings, we found that 4.5% of freshly-isolated NK cells and 
nearly 40% of IL15-activated NK express CD107a upon their recognition of hCPC. Only 2.5% of 
freshly-isolated NK cells and 19.5% of IL15-activated NK cells express CD107a upon recognition of 
IFNγ-hCPC (Figure 1B). Prolonged co-cultures increased neither the freshly-isolated nor IL15-
activated NK cell-mediated hCPC nor IFN-hCPC killing (Online Figure S1). Similar results were 
obtained with IL2- or IL12/IL18-activated NK cells (Online Figure S2). Thus, although to a much 
lesser extent than conventional NK cell target, allogeneic NK cells when activated by inflammatory 
cytokines can kill hCPC yet IFN significantly protects (p<0.001) stem/progenitor cells from this 
killing. 
3.2. hCPC are more potent than IFN-hCPC to set the function of NK cells toward killing  
NK cell recognition of target cells and conjugate formation leads to lytic immunological synapse 
formation (IS). At the IS, cortical filamentous actin remodeling and microtubule-organizing center 
(MTOC) polarization allow perforin-containing lytic granules traffic to the plasma membrane16. To 
expand the above findings and provide insights into the mechanisms of NK cells-mediated killing of 
hCPC, we investigated conjugates and IS formation upon interaction of hCPC and IFN-hCPC with 
allogeneic freshly-isolated or IL15-activated NK cells. 
CFSE-labeled freshly-isolated and IL15-activated allogeneic NK cells were co-cultured with 
CMRA-labeled hCPC or IFNγ-hCPC, and the formation of conjugates (double-positive events) was 
evaluated as a primer indicator of IS formation. Nearly 20% of freshly-isolated NK cells formed 
conjugates with both hCPC and IFNγ-hCPC. Up to 40% of IL15-activated NK cells were able to 
interact with hCPC but only 21% of activated NK cells interacted with IFNγ-hCPC (Figure 2A). 
Conjugates formation can result in either cytolytic (polarized synapse) or neutral (non-polarized) 
events. Therefore, we then determined the percentage of polarized synapses for each interaction. Using 
fluorescent microscopy, we monitored F-actin remodeling (Figure 2B, left panel) or MTOC 
polarization (Online Figure S3) and orientation of perforin containing granules. Nearly 50% of 
conjugates formed with hCPC and either resting or IL15-activated NK cells were polarized while only 
30% of conjugates formed with IFNγ-hCPC were polarized (Figure 2B right panel). Thus, cytokine-
activated NK cells are significantly more prone to form IS with hCPC than freshly-isolated NK cells 
(p<0.001). However, both resting and activated NK cells have the same capacity to polarize their 
cytolytic granules to the IS while they have significantly lower capacity to form IS with IFNγ-hCPC 
(p<0.01).  
These results demonstrate that hCPC have higher capacity than IFN-hCPC to set the function of 
allogeneic cytokine-activated NK cells toward killing, and suggest that inflammatory context although 
may well activate NK cells favoring their recognition and killing of hCPC, it would mutually provide 
protection. 
 
3.3. HLA I protects IFN-hCPC from NK cell-mediated killing
NK cell-based natural cytotoxicity is dependent on the net balance between activating and 
inhibitory signals they receive from target cells. The expression level of ligands for both activating and 
inhibitory receptors also manages NK cell responsiveness. Treatment of hCPC with IFN does not 
significantly alter the expression of NK cell-activating receptor ligands (Online Figure S4), but 
significantly increases HLA I (HLA-A, B, C) and non-classical HLA-E molecules, which are ligands 
for killer-cell immunoglobulin-like receptors (KIRs) and the NKG2A inhibitory NK cell receptor, 
respectively (Figure 3A). The non-classical HLA-G, which is also a ligand for KIRs, was neither 
expressed by hCPC nor induced on IFN-hCPC (Figure 3A). Therefore, we investigated whether 
neutralization of HLA I or HLA-E would increase NK cell specific lysis. Neutralizing HLA I, but not 
HLA-E, with specific blocking antibodies significantly increased IL15-activated NK cell cytotoxicity 
(2 fold-increase (p<0.01)) against IFN-hCPC but did not affect hCPC specific lysis (Figure 3B). 
Thus, the increase of HLA I expression by hCPC under inflammatory conditions is one mechanism 
responsible for shifting the balance of signals received by NK cells from hCPC toward inhibition.  
3.4. hCPC impair NK cell cytotoxic activity and inflammatory cytokine-induced proliferation 
 NK cells contribute to Post-MI inflammation and we have demonstrated that hCPC have the 
capacity to down-modulate inflammatory adaptive T cell response3. Therefore, we investigated 
whether hCPC can also modulate NK cell lytic activity toward conventional targets. IL15-activated 
NK cells were cultured with hCPC or IFN-hCPC then their degranulation was tested against leukemic 
HLA-negative K562 and HLA-positive THP-1 targets. Upon their interaction with K562 cells, IL15-
activated NK cells primed with hCPC or IFN-hCPC showed significantly lower cytolytic 
degranulation compared to unprimed cells cultured in medium alone (Figure 4A, upper panel). In 
average 30% and 38% of IL15-activated NK cells primed with hCPC- or IFN-hCPC, respectively, 
expressed CD107a versus 70% for unprimed cells (p<0.001) (Figure 4A, lower panel). The priming 
effect was contact-dependent since no difference in the degranulation was observed when the 
experiment was performed in Transwell settings (Figure 4A). IFN-hCPC were less potent than hCPC 
in down-regulating the lytic potential of IL15-activated NK cells (p<0.01), which is in line with lower 
capacity to form functional IS with cytokine-activated NK cells compared to hCPC (Figure 2). IL15-
activated NK cells primed with hCPC or IFN-hCPC compared to unprimed cells also displayed 
decreased cytotoxicity. hCPC- or IFN-hCPC-primed IL15-activated NK cells resulted in 35% 
cytotoxicity toward K562 cells compared to 85% for unprimed cells (Online Figure S5A) and release 
of granzyme A and B by primed IL15-activated NK cells was significantly less than of unprimed cells 
(Online Figure S5B). hCPC priming have similar inhibitory effect on freshly-isolated NK cells or IL-2 
or IL-12/IL-18-activated NK cells (data not shown). In a similar fashion, priming of NK cells results 
in strong inhibition of THP-1 cells killing (Online Figure S5C).  
In inflammatory environment, NK cell proliferation can be induced by various inflammatory 
cytokines. We asked the question whether the presence of hCPC or IFN-hCPC would affect cytokine-
induced proliferation of NK cells. Freshly-isolated NK cells were stimulated with IL15 in the presence 
or absence of allogeneic hCPC or IFN-hCPC then their proliferation was evaluated. The presence of 
both hCPC and IFN-hCPC significantly inhibited the IL15-induced proliferation (by 30% and 42%, 
respectively) (p<0.01 and <0.001, respectively) (Figure 4B). Although the difference did not reach 
significance, IFN-hCPC were more prone than hCPC to modulate IL15-induced NK cell 
proliferation. The reduced proliferation of NK cells was not due to cell death since both hCPC and 
IFN-hCPC NK cells showed significantly lower cell death than cells cultured in medium alone 
(Online Figure S6A). hCPC and IFN-hCPC also decreased IL2- and IL12/IL18-induced allogeneic 
NK cells proliferation (Online Figure S6B).  
Thus, hCPC have the capacity to impair not only the cytotoxic activity of allogeneic NK cells but 
also their cytokine-induced proliferation, which is further strengthened by inflammatory conditions.  
3.5. Interaction of allogeneic NK cells with hCPC down-modulates expression of their activating 
receptors  
Given that NK cell activities are modulated by hCPC, we investigated whether interaction of 
hCPC or IFN-hCPC with allogeneic NK cells could affect the surface expression of NK cell 
activating and/or inhibitory receptors that govern their activities11. 
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Freshly-isolated or IL15-activated NK cells were cultured alone or in the presence of hCPC or 
IFN-hCPC and their expression levels of activating (NKp30, 44, and 46, NKG2D, DNAM-1) and 
inhibitory (KIRs, NKG2A) receptors as well as the activation marker CD69 were determined. Both 
resting and activated NK cells expressed the activating and inhibitory receptors. IL15-activated NK 
cells showed increased expression of CD69 activation marker and NKG2D, DNAM-1, and NKp44 
activating receptors. Only minor changes were observed for NKp30 and NKp46 activating receptors or 
KIRs and NKG2A inhibitory receptors (Online Figure S7A&B). When co-cultured with hCPC or 
IFN-hCPC in allogeneic settings, IL15-activated NK cells displayed overall decreased expression 
levels of NK cell activating receptors and CD69 activation marker (Figure 5A) but no changes were 
observed for KIRs and NKG2A inhibitory receptors (Online Figure S7C). Relative geomean of 
fluorescence intensity of surface expression from different donors (n=10) shows that co-culture of 
IL15-activated NK cells with hCPC and IFN-hCPC induced significant decreases in the expression 
levels of NKp44, NKp46, and NKG2D activating receptors as well as CD69 activation marker 
(p<0.0001, p<0.05, p<0.001, and p<0.001, respectively) (Figure 5B). Similar effects were observed for 
NKp30 and DNAM-1 activating receptors without reaching significance (Figure 5B). IFN-hCPC did 
not induce any further down-regulation of these receptors compared to hCPC. Similar results were 
obtained with freshly-isolated NK cells co-cultures (data not shown).  
These results indicate that hCPC whether under inflammatory conditions or not down-regulate 
the expression of NK cell activating receptors on the surface of NK cells without affecting the levels 
of inhibitory receptors. This might provide, at least partly, a molecular base for their capacity to down-
regulate NK cell activity. 
3.6. NK cells produce IL-10 rather than IFN or TNF upon their interaction with hCPC or 
IFN-hCPC 
NK cells produce a plethora of pro-inflammatory type I (IFN, TNF) and anti-
inflammatory/regulatory type II (IL4, IL5, IL13, IL10) cytokines therefore, we investigated the 
cytokines secreted by NK cells upon their interaction with hCPC and IFN-hCPC in allogeneic 
settings.  
hCPC and IFN-hCPC induced significant increase in IL15-activated NK cell secretion of 
IFN (p<0.001) but did not significantly increase the production of TNF (Figure 6A). The interaction 
of hCPC with allogeneic IL15-activated NK also led to significant secretion of IL13 and IL10 
(p<0.05) (Figure 6B) but no effects were observed for IL4 or IL5 (data not shown). Compared to K562 
cells, hCPC and IFN-hCPC triggered significantly lower levels of type I proinflammatory cytokines 
while they induced significantly higher amounts of type II anti-inflammatory cytokines (p<0.001). 
Interestingly, IFN-hCPC compared to hCPC triggered significantly lower secretion of IFN and 
TNF but significantly higher secretion of IL10 by allogeneic activated NK cells (p<0.01 and p<0.05, 
respectively). Again both IL10/TNF and IL10/IFN ratios were higher in supernatants from IFN-
hCPC co-cultures compared to hCPC (p<0.001 and p<0.01, respectively) (Figure 6C). The level of all 
analyzed cytokines was higher in supernatants from long-term hCPC or IFN-hCPC co-cultures, but 
again the levels of type I cytokines were lower while those of type II cytokines were much higher 
leading to higher ratios of IL-10/IFN or IL10/TNF as compared to K562 cells co-cultures or to 
IL15-activated NK cells cultured alone (Online Figure S8). Of note, neither the hCPC nor the IFN-
hCPC produced any of the tested cytokines at either time period (data not shown). 
We next analyzed whether priming of NK cells with hCPC and IFN-hCPC could modulate 
their cytokine secretion as it did for their cytotoxicity against conventional targets. When co-cultured 
with K562 target, IL15-activated NK cells primed with hCPC or IFN-hCPC secrete less IFN and 
TNF compared to non-primed NK cells (p<0.001 and <0.01, respectively) (Figure 6D). Again, IFN-
hCPC were less potent in decreasing NK cell cytokine secretion (p<0.01). Furthermore, priming of 
freshly-isolated NK cells with hCPC or IFN-hCPC also decreased their capacity to secrete IFN and 
TNF upon recognition of K562 (data not shown). 
Together, these results indicate that the interaction of allogeneic NK cells with hCPC not only 
bias their cytokine secretion toward anti-inflammatory/regulatory type II cytokine, which may well be 
accentuated within an inflammatory context, but also down-modulates their capacity to secret 
inflammatory cytokines.  
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4. Discussion 
Recent advances in allogeneic cardiac stem/progenitor cells pointed them as promising 
candidates for cardiac repair3, 5. Yet, to boost up the potential of clinical translation, we examined the 
interaction of allogeneic hCPC with innate immune NK cells using a recognized pre-transplantation in 
vitro model of allogeneic reactions. Our data demonstrate that the interaction of hCPC with NK cells 
in allogeneic settings would prolong their retention within injured heart rather than provoking their 
immediate elimination, which similar to their interactions with CD4+ T cells3, would contribute to their 
therapeutic efficiency but also to attenuating inflammation through modulation of inflammatory 
immune response. 
Despite their expression of various ligands for NK cell activating receptors, in allogeneic 
context hCPC do not incite elevated NK cell cytotoxicity even when NK cells are cytokine-activated. 
hCPC are resistant to freshly-isolated resting NK cell lysis and they trigger modest degranulation and 
cytotoxicity of inflammatory cytokine-activated NK cells, which express higher levels of activating 
receptors compared to resting NK cells. Lysis occurs when combination of activation signals 
overcomes inhibitory signals provided by ligands on target cells. MHC I molecules are cellular ligands 
for NK cell inhibitory KIRs receptors11, 17. The susceptibility of target cells to NK cell killing is often 
related to the degree of HLA I expression and in particular to the interactions between KIRs and the 
HLA-C1 and HLA-C2, two mutually exclusive HLA-C allotypes17. Since both HLA-C and KIR 
encoding genes are highly polymorphic, interaction between KIR and HLA-C is sensitive to single 
amino acid substitution that can change epitope specificity or eliminate recognition of HLA-C17. Our 
panel of hCPC (n=5) express substantial level of MHC I molecules and both HLA-C allotypes, except 
for one being homozygote for C2. Thus, lack of hCPC susceptibility to resting NK-mediated lysis 
could be attributed to the expression of inhibitory KIRs ligands, which upon their ligation to their 
receptors induce inhibitory signals in NK effectors. Although we did not observe significant 
differences in the susceptibility to NK cell killing of homozygote C2/C2-hCPC compared to C1/C2 
heterozygotes, caution should be taken concerning HLA-C allotype of banked hCPC. The modest 
susceptibility of hCPC to lysis by cytokine-activated NK cells, in addition to higher expression levels 
of activating receptors by these cells, implies that activating NK cell receptor ligands are also present 
on hCPC at sufficient levels to overcome inhibitory signals resulting from hCPC-HLA I/NK-KIR 
interactions.  
In vivo, NK cells are exposed to combinations of cytokines that influence their maturation, 
phenotype, and effector functions12. In allograft rejection models, IL15-activated NK cells are potent 
alloreactive cells that mediate acute rejection of skin allograft and allogeneic cells engraftment in the 
absence of any adaptive immune cells7. This denotes that the cytokine milieu present during MI 
inflammation, which includes various activating cytokines including IL15, is likely to influence NK 
cell responsiveness and hCPC susceptibility to lysis in situ13, 18. However, the microenvironment of 
injured myocardium also contains IFN and TNF as well as growth factors, which are all recognized 
potent inducers of HLA I molecules. We demonstrated that treatment of hCPC with IFN endorses 
their protection from NK cell cytotoxicity. This was mainly due to increasing their HLA I cell surface 
expression but not that of ligands for activating NK receptors. This increase probably counterbalanced, 
at least partially, the higher expression of activating NK cell receptors within inflammatory 
environment. In support, IFN-induced expression of MHC I on embryonic stem cells (ESC)-derived 
progenitor cells is associated with attenuated host NK cell attack, enhanced graft survival, and further 
differentiation of transplanted cells19. This strongly suggests that upon their administration in vivo and 
despite the possible attack by cytokine-activated NK cells, hCPC would be protected by the 
inflammatory MI microenvironment, and would likely persists for a period of time sufficient to exert 
their beneficial reparative activities.  
NK cell killing of hCPC occurs essentially through natural cytotoxicity and involves the 
perforin/granzyme pathway, which is in line with the expression of most of the activating NK cell 
receptor ligands by hCPC. The formation of polarized immunological synapse further confirms this 
pathway as a dominant mechanism in NK cell cytotoxicity toward hCPC. IFN-hCPC formed less 
conjugates with NK cells, which resulted in fewer functional immune synapses correlating with the 
inhibitory effect of HLA I increase. This further confirms the protection of hCPC that is provided by 
the MI inflammatory microenvironment. NK cell-mediated killing of multipotent fetal mesenchymal 
stem cells involves TRAIL receptor pathway20. Lysis of hCPC was independent of death receptors 
 	
(Fas and TRAIL) pathway. This could be due at least in part to the inherent resistance of hCPC to 
TRAIL-induced and Fas-mediated cell death and their modest sensitization to these death receptor 
pathways by IFN (data not shown). Multipotent cells are more likely early precursors to hCPC, and 
TRAIL/FasL have developmental roles that are consistent with these differences. In this study, we did 
not identify activating NK cell receptor(s) that triggers perforin/granzyme pathway in order to kill 
hCPC and therefore, we do not rule out any other unidentified activators of cell death pathways that 
might contribute to cytokine-activated NK cell killing of hCPC.    
Our study provides evidence illustrating the capacity of hCPC to exert inhibitory/modulatory 
retrocontrol of NK cell function in allogeneic settings. Interaction of both resting and cytokine-
activated NK cells with hCPC and IFN-hCPC in allogeneic context down-regulates their cytolytic 
activity and production of pro-inflammatory cytokines, but also their cytokine-induced cell 
proliferation. Down-regulation is documented by degranulation and cytolytic assays against both HLA 
I-negative and -positive target cells expressing multiple ligands for different NK activating receptors 
and is thoroughly cell-cell contact dependent. NK cell cytotoxic activity and cytokine production are 
regulated by a series of surface receptors that transduce either activating or inhibitory signals11. The 
observed decrease in these NK cell effector function is likely related to the significant decrease in the 
expression level of several activating receptors that are involved in NK cell activation and target cell 
killing. Despite the fact that they express high level of inhibitory receptor ligands and have similar 
capacity to down-regulate activating receptors, IFN-hCPC were less effective than hCPC in 
decreasing NK cell effector functions. Moreover, the lower capacity of IFN-hCPC to form conjugates 
with NK cells could probably give details to their effect in downmodulating NK cell functions.
Yet, IFN-hCPC are more potent than hCPC in down-regulating cytokine-induced 
proliferation of NK cells indicating that mechanism(s) other than those involved in the down-
regulation of NK cell effector functions are at play in the control of cytokine-induced NK cell 
proliferation. These mechanisms may include soluble factors derived from hCPC and/or produced 
upon recognition of hCPC by NK cells in allogeneic settings, and might be increased within an 
inflammatory microenvironment. Several soluble factors such as Indoleamine 2,3-dioxygenase, 
prostaglandin E2 and soluble HLA-G have been shown to have a role in various stem cells provoked 
inhibition of cytokine-induced NK cells proliferation and effector function21, 22.  Similar factors might 
operate in our model, although we did not determine their involvement in this study. Then again, HLA 
I/KIR interactions influence human NK cell proliferation in allogeneic setting and generate a 
population of “safe” alloreactive NK cells, which proliferate less when stimulated with IL223. 
Upon interaction with hCPC in allogeneic settings, activated NK cells produce moderate 
levels of pro-inflammatory IFN and TNF but high level of anti-inflammatory IL10 cytokines. The 
level of IL10 production is higher when NK cells interact with IFN-hCPC, which may support an 
eventual role for this cytokine in down-regulating cytokine-induced NK cell proliferation by hCPC. 
Upon interactions with hCPC, NK cells also produce IL13 at levels similar to those of NK cells that 
are in contact with conventional target, but they become higher after prolonged interactions. Even if 
we did not characterize the type of NK cells triggered by hCPC, the cytokinic profile, in particular the 
production of IL10 is in line with generation of NK cells with regulatory functions24. Such subset 
might also participate in regulation of NK cell proliferation and effector function.  
Acute MI represents a condition of acute inflammation that includes tissue damage and the 
presence of NK cell activity13. Early studies in patients after MI showed that peripheral NK cells 
display defective activity25. Studies in animal models indicated that NK cells are involved in cardiac 
repair following MI probably through direct and indirect mechanisms26. Our results on NK cell 
interactions with hCPC in allogeneic settings reinforce this notion. We showed that culturing NK cells 
with hCPC induces a switch in their cytotoxic/pro-inflammatory cytokines secretion status toward a 
modulatory/anti-inflammatory cytokines secreting profile. Recognition of allogeneic hCPC by NK 
might thus, eliminate some of them selecting perhaps those with a greater potential for repair 
(generating IL10-producing NK cells, NK cells with regulatory function…etc.) supporting subsequent 
regeneration of the tissue. Indeed, we showed that culturing NK cells with hCPC induces a switch in 
their cytotoxic/pro-inflammatory cytokines secretion status toward a modulatory/anti-inflammatory 
cytokines secreting profile. In support, animal studies suggesting that host regulatory immune 
response and IL10 production could be beneficial in attenuating adverse remodeling and cardiac 
repair27, 28. In vivo studies using humanized mice are required to confirm the hCPC crosstalk with 
 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immune cells. Nevertheless, given that our in vitro experimental assay model is a recognized pre-
transplantation assay, it is conceivable to suggest that administration of allogeneic hCPC to injured 
inflamed myocardium and their interaction with innate NK cells would contribute to attenuating 
inflammation, preventing adverse cardiac remodeling and improving cardiac repair.  
Collectively, interactions of hCPC with major composites of the adaptive3 and innate immune 
system effectors presented in this work, propose a model for hCPC behavior upon their administration 
to injured myocardium (Figure 7). Besides triggering and expanding regulatory anti-inflammatory 
rather than inflammatory immune cells, hCPC administration might engender a “crosstalk” between 
various actors of the immune response, whether cellular or humoral, which would ultimately 
emphasize an allogeneic beneficial over detrimental effect reinforcing cardiac repair. The mechanisms 
of action of cardiac-derived stem/progenitor cells remain only partially understood.  
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Legends to figures 
Figure 1: Susceptibility of hCPC to allogeneic NK cells: A) Specific lysis of hCPC, IFN-hCPC, 
K562 or Raji cells by either allogeneic freshly-isolated (left panel) or IL15-activated (right panel) NK 
cells at the indicated effector:target (E:T) ratios. CFSE-labeled target cells were incubated with NK 
cells for 4 hours then stained with 7-AAD. Results are presented as specific mean lysis ± SD from at 
least five independent experiments performed in triplicates. B) Representative dot plots (upper panel) 
showing percentages of CD107a surface expression on CD3-CD56+ freshly-isolated (left panel) or 
IL15-activated (right panel) NK cells after overnight incubation with target cells at E:T ratio of 1:1. 
Histogram (lower panel) presenting mean values ± SD of CD107a surface expression from five 
independent experiments performed in duplicates. ***p<0.001 compared to medium. p values between 
hCPC and IFN-hCPC are indicated. 
Figure 2: IFN-hCPC are less prone than hCPC in setting NK cell function toward killing: A) 
CFSE-labeled freshly-isolated or IL15-activated NK cells were incubated with allogeneic CMRA-
labeled hCPC or IFN-hCPC for 30 minutes and the percentage of conjugates were evaluated by the 
number of CMRA/CFSE double positive events in the total NK cell population. Results are presented 
as representative dot plots (left panel) and histograms showing mean values ± SD from three 
independent experiments performed in triplicates (right panel). B) Representative images (left panel) 
of non-polarized and polarized NK-hCPC immune synapses (IS) with their zoomed counterparts. IS 
were considered polarized when both perforin granules and actin filaments of NK cell were oriented 
toward hCPC. Nuclei were stained with DAPI and images were taken under the 63X objective. 
Percentages of polarized IS were evaluated for either freshly-isolated or IL15-activated NK cells in 
contact with hCPC or IFN-hCPC. At least 150 conjugates were analyzed for each condition in three 
independent experiments. Mean values ± SD of three independent experiments are presented (right 
panel). ***p<0.001 IL15-activated NK cells compared to freshly-isolated NK cells. p values between 
hCPC and IFN-hCPC are indicated.
Figure 3: HLA I protects IFN -hCPC from NK killing: A) Representative expression of ligands 
for inhibitory NK cell receptors (KIRs and NKG2A) by allogeneic hCPC (black histograms) or IFN-
hCPC (red histograms) from a single donor against respective isotype controls (gray-filled 
histograms). The geometric means are indicated. B) Specific lysis of CFSE-labeled hCPC and IFN-
hCPC by IL15-activated NK cells at E:T ratio of 10:1 in the presence or absence of specific blocking 
antibodies for HLA-I or HLA-E or their respective isotype controls. Specific lysis for all conditions 
was evaluated by staining with 7-AAD and results are presented as mean values ± SD of three 
independent experiments performed in triplicates. **p<0.01 compared to isotype control.  
Figure 4: hCPC down-regulate NK cell activities: A) IL15-activated NK cells were primed with 
allogeneic hCPC or IFN-hCPC at E:T ratio of 1:1 using direct contact or transwell systems, or 
cultured alone for 2 days. Cells were then harvested and cultured with K562 target at E:T ratio of 1:1. 
Representative dot plots show percentages of CD107a surface expression on CD3-CD56+ NK cells 
under the different priming conditions (upper panel). CD107a surface expression on NK cells is also 
presented as mean values ± SD of three independent experiments performed in triplicates (lower 
panel). Similar results were obtained when priming was conducted for 4 days (data not shown). B)
Freshly-isolated CFSE-labeled NK cells were cultured alone or in the presence of allogeneic hCPC or 
IFN-hCPC at E:T ratio 4:1 and were simultaneously activated with IL15. Representative dot plots 
indicate the percentages of proliferating CD3-CD56+ NK cells that have decreased CFSE under each 
condition (upper panel). Results are also presented as mean values ± SD of three independent 
experiments performed in triplicates (lower panel). **p<0.01, ***p<0.001 compared to medium. p 
values between hCPC and IFN-hCPC are indicated. 
Figure 5: Interaction of NK cells with hCPC down-regulates the expression of their activating 
receptors: A) Representative surface expression of activating NK receptors by IL15-ativated NK cells 
after 4 days of culture alone (gray filled histograms) or in the presence of hCPC (black histograms) or 
IFN-hCPC (red histograms) from a single donor at E:T ratio of 1:1 against respective isotype controls 
(gray histograms). The geometric means are indicated. B) Surface expression of activating NK 
 
receptors presented as relative geometric mean fluorescence intensity based on respective isotype 
controls geomeans. Values are means ± SD from 10 different donors in separate experiments. 
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 compared to NK cells cultured with medium alone.
Figure 6: NK cells produce type II rather than type I cytokines upon their interaction with 
hCPC: IL15-activated NK cells were cultured for 24h alone or in the presence of hCPC, IFN-hCPC 
or K562 at E:T ratio of 1:1. A) Type I (IFN and TNF) and B) type II (IL10, IL13) cytokines 
secretion by NK cells in co-cultures supernatants. C) Ratio of IL10 to TNF (IL10/TNF) and IL10 to 
IFN (IL10/IFN secretion. Results are presented as means ± SD from three independent experiments. 
D) IL15-activated NK cells primed or not with hCPC or IFN-hCPC then cultured with K562 at 1:1 
E:T ratio. Production of type I cytokines under each condition was then measured by Luminex and 
Elisa, and presented as mean values ± SD from three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001 compared to medium; †p<0.001 compared to K562; p values between hCPC and IFN-
hCPC are indicated.
  
Figure 7: Model of hCPC interactions with adaptive and innate immune cells 
Schematic representation of how allogeneic hCPC crosstalk with host innate (NK cells) and adaptive 
(CD4+) immune effectors might contribute collectively to hCPC longevity and cardiac tissue repair. 
NK cell expressing high levels of activating receptors (NKR) form immune synapse with hCPC, 
secrete cytokines (IFNγ and TNFα) and cytolytic granules containing granzymes and perforin. But, 
inflammatory context (IFNγ) increases MHC I expression and renders hCPC resistant to NK cell lysis. 
The shift in NKR balance, the expression of inhibitory KIR (KIR-L) and secretion of IL10 might be in 
part responsible for the bias toward Treg phenotype. Vis versa the polarization of CD4+ T cells and the 
expansion of Treg producing high levels of IL10 might contribute to NK cell disarming. How 
increased MHC II expression besides promoting antigen-presentation and activation of Treg would 
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Summary
Early phases of human pregnancy are associated with the accumulation of a
unique subset of natural killer (NK) cells in the maternal decidua. Decidual
NK (dNK) cells that are devoid of cytotoxicity play a pivotal role in success-
ful pregnancy. By secreting large amounts of cytokines/chemokines and
angiogenic factors, dNK cells participate in all steps of placentation includ-
ing trophoblast invasion into the maternal endometrium and vascular
remodelling. In this review, we summarize some of dNK cell features and
discuss more recent exciting data that challenge the conventional view of
these cells. Our new data demonstrate that dNK cells undergo ﬁne tuning
or even subvert their classical inhibitory machinery and turn into a real
defence force in order to prevent the spread of viruses to fetal tissue. Today
it is not clear how these phenotypic and functional adaptations impact cel-
lular cross-talk at the fetal–maternal interface and tissue homeostasis. Ulti-
mately, precise understanding of the molecular mechanisms that govern
dNK cell plasticity during congenital human cytomegalovirus infection
should lead to the design of more robust strategies to reverse immune
escape during viral infection and cancer.
Keywords: cytomegalovirus; decidua; natural killer cells; pregnancy.
Natural killer (NK) cells are large granular lymphocytes
of the innate immune system and represent the ﬁrst line
in the host defence against invading pathogens.1,2 Unlike
T cells, NK cells do not express an antigen-speciﬁc recep-
tor but rather they express a large repertoire of activating
and inhibitory receptors. Mature NK cells recirculate in
the blood (pNK) where their number varies anywhere
from 5 to 20% of total lymphocytes. Natural killer cells
are also present in lymphoid and non-lymphoid tissues
including the uterus where they are mainly
CD56bright CD16neg.3 Given the fact that these cells are
fully armed with cytolytic granules that can cause great
harm, their activation is regulated by germline-encoded
inhibitory or activating cell surface receptors that recog-
nize self-ligands or pathogen-induced and stress-induced
ligands.4 The net balance between activating and inhibi-
tory signals would determine the outcome of NK cell
responses against various threats. Activation of NK cells is
inhibited mainly after interaction of inhibitory receptors
with MHC class I molecules. However, the loss of MHC
class I expression is not sufﬁcient to trigger NK cell
responsiveness because additional activating signals are
required.5 The NK cells can eliminate their target through
different mechanisms, including direct cell cytotoxicity or
cytokine production. Besides their role as effectors of
innate immunity, NK cells play a pivotal role in bridging
the innate and adaptive arms of the immune system. By
secreting large amounts of cytokines and chemokines, NK
cells impact dendritic cell maturation6,7 and antigen-spe-
ciﬁc adaptive immune responses.8,9 During pregnancy, a
special population of NK cells accumulates within the
endometrium, which constitutes one of the maternal–fetal
interfaces or decidua.10 These NK cells, referred to as
decidual NK cells (dNK), play a pivotal role in the tissue
homeostasis and endometrial vasculature remodelling that
are necessary for embryo implantation and successful
pregnancy. This review focuses on dNK cells and will dis-
cuss the latest work on their characteristics and functions.
Immune cells at the fetal–maternal interfaces
Pregnancy is a striking immunological paradox. Under
normal healthy pregnancy, the conceptus carrying pater-
nal antigens from an immunological point of view is a
Abbreviations: NK, natural killer; MHC, major histocompatibilty complex; NKR, natural killer cell receptors
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semi-allogenic graft that should be automatically rejected
in an immune competent host.11,12 Yet, the fetus is com-
pletely protected from immune assault, suggesting that
ﬁne-tuning and complex adaptations from both parties
would probably work together to thrust the immune sys-
tem towards tolerance rather than rejection.13
Although the fetus is never in contact with maternal
tissues, direct contacts exist between maternally and fetal-
ly derived placental tissues. In haemochorial placentation
(as in human and mouse placentation), these contacts
occur through two distinct fetal–maternal interfaces14
(Fig. 1). The ﬁrst interface is represented by the maternal
decidua, which can be divided in three parts: (i) the
decidua basalis (called here after decidua) located at the
implantation site is composed of the decidualized endo-
metrial stroma, which directly contacts the invasive extra-
villous trophoblast (EVT); (ii) the decidua parietalis lines
the remainder of uterine cavity and is in direct contact
with the non-invasive chorionic trophoblast; (iii) the
decidua capsularis enclosing the conceptus acts as attach-
ment for the chorion. Even if all deciduas contact fetal
tissue, the decidua basalis is the only site where contact
occurs on the ﬁrst day of implantation.
The second interface is the intervillous space where
maternal blood bathes the ﬂoating chorionic villous tree.
This second interface constitutes a privileged site where
fetal antigen shedding into maternal blood occurs. It is
unclear whether maternal effector T cells sense these anti-
gens, and whether speciﬁc adjustments are necessary to
ensure systemic tolerance.15
During the process of implantation, the decidua is pop-
ulated by a large variety of leucocytes, which account for
> 40% of the total cellular content. The major leucocyte
population is represented by a particular subset of
CD56bright CD16neg non-cytotoxic NK cells (dNK). In the
ﬁrst trimester of pregnancy, dNK cells represent >70% of
decidual leucocytes.15–19 The dNK cell number is very
high throughout the ﬁrst trimester and remains high
through the second. However, it starts to decline from
mid-gestation and reaches a normal endometrial number
at term. Other immune cells are represented at much
lower levels; human decidua contains 10% T cells, includ-
ing CD8, CD4 and cd T cells,20 as well as 20% mono-
cytes/macrophages and 2% dendritic cells,21–24 but B cells
are barely detectable. The total number of T cells varies
through the course of pregnancy but can reach up to
80% at term. The majority of decidual CD8pos and
CD4pos T cells show features of induced regulatory T
(Treg) cells.25–28 The cellular cross-talk between decidual
stroma, immune cells and fetal trophoblast is orchestrated
by hormones/cytokines/chemokines/growth factors, and is
a prerequisite for the development of the placenta.29–32
The high level of CD56bright maternal dNK cells within
the implantation site further highlights their importance


















Figure 1. Fetal–maternal interface. Floating chorionic villous trophoblast tree carrying fetal blood vessels is bathed in maternal blood. Invasive
extravillous trophoblasts (EVTs) invade the maternal decidua and are in direct contact with the maternal immune system. By secreting several
cytokines/chemokines and proangiogenic factors, decidual natural killer (dNK) cells promote the invasion of EVT, vascular remodelling and help
in the establishment of fetal tolerance. Other cells are present at the maternal decidual including regulatory T (Treg) cells, cd T cells and tolero-
genic dendritic cells.
ª 2013 John Wiley & Sons Ltd, Immunology2
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The origin of dNK cells
The origin of dNK cells is not yet clear. They could be
generated in situ from early progenitors/precursors, which
differentiate/proliferate in an environment enriched in
steroid hormones and cytokines/chemokines to give rise
to the dNK cell population.33–35 This theory is further
supported by the presence of an immature population of
NK cells in the uterus, even before conception. These
uterine NK cells regulate the differentiation and decidual-
ization of the endometrium and their number varies dur-
ing the menstrual cycle due to the effect of elevated levels
of interleukin-15 (IL-15).36,37
Similar to other lymphoid tissues, CD34pos precursors
are present in the maternal decidua. These CD34pos pro-
genitors are probably committed to the NK cell lineage as
they express high levels of E4BP4 and Id2 transcription
factors. They also express the common b chain receptor
(CD122) and the IL-7 receptor a chain (CD127) but do
not express stem cell markers (i.e. c-kit). Interactions
with other decidual cells in a microenvironment enriched
in IL-15 can easily drive the differentiation of these
CD34pos progenitors into dNK cells.38,39
It is also proposed that dNK cells derive from periph-
eral blood NK cells that migrate to the decidua through
chemotaxis and acquire decidual phenotype within the
local microenvironment.33,38,40,41 Studies demonstrating
that decidual cells and invasive EVT produce large
amounts of NK-attractant chemokines (CXCL10/IP-10,
CXCL12/SDF-1, CCL2/MCP-1, CXCL8/IL-8, CX3CL1/
fractalkine) and cytokines (IL-15) support this possibil-
ity.38,42–44 The dNK cells would originate from CD56bright
pNK cells that are recruited to the decidua following the
axis CXCR3–CXCL10 or CXCR4–CXCL12.38,42,43
However, dNK cells do not represent a homogeneous
population as regards chemokine receptor expression; it is
possible that they rise from several origins. Regardless of
their origin as recruited or resident precursors/progeni-
tors that mature locally, the decidual microenvironment
conditions the education and the generation of dNK cells
with unique phenotypical and functional properties to
support healthy pregnancy.45 Consistent with this notion
of local adaptations, exposure of pNK cells to transform-
ing growth factor-b (TGF-b) or a combination of TGF-b/
IL-15 or TGF-b/5-aza-2′-deoxycytidine promotes the con-
version of pNK cells into an NK cell subset with reduced
cytotoxic functions that can promote the invasion of
human trophoblast cells.41,46 Moreover, the invasive EVT
does not express the highly polymorphic MHC class I
molecules but expresses HLA-C and the non-classical
HLA-G and HLA-E MHC class I molecules that are rec-
ognized by NK cell inhibitory receptors [CD94/NKG2A
and speciﬁc killer immunoglobulin-like receptor (KIR)
receptors] acquired within the uterine microenviron-
ment.47
Phenotypic similarities and differences between
dNK and pNK cells
Despite some similarities, the ﬁrst-trimester pregnancy dNK
cells and their pNK cell counterparts from the same donor
present fairly distinct properties. Peripheral blood NK cells
constitute up to 20% of circulating lymphocytes and are
represented by two subsets; the CD56dim CD16pos subset
constituting 95% total pNK and the CD56bright CD16neg
minor subset. CD56dim pNK cells possess a high content of
lytic granules and are highly cytotoxic while CD56bright pNK
cells produce a large amount of cytokines and chemokines
and are poorly cytotoxic.16 The majority of
CD56dim CD16pos pNK cells express members of the KIR
family. In contrast, most CD56bright CD16neg cells lack KIR
expression but express high levels of the CD94/NKG2A
inhibitory receptor.48 The expression of other activating and
inhibitory receptors is also different in these two subsets.
On the other hand, dNK cells are largely composed of
CD56bright CD16neg cells whereas CD56dim CD16pos sub-
type represents only a small fraction. The dNK cells dis-
play a unique repertoire of activating and inhibitory
receptors that resembles the early differentiation stages of
NK cells, distinguishing them from pNK cells.16,49–54 For
instance, NKp30, NKG2C and ILT2 receptors are
expressed on 30–50% of ﬁrst-trimester dNK cells but only
a few pNK cells express these receptors. Unlike resting
pNK cells, dNK cells express the CD69 activation marker
and a large fraction express NKp44 activating receptor.
The expression levels of NKG2D and 2B4 (CD244) are
similar for dNK and pNK cells. Like CD56bright CD16neg
pNK cells, dNK cells express high levels of CD94/NKG2A
inhibitory receptor (see Fig. 2). One striking difference
concerns the granularity level. Even if they are poorly
cytotoxic, dNK cells express much larger amounts of
granzyme A, granzyme B and perforin enriched cytotoxic
granules than CD56dim cytotoxic pNK cells.18,35,51,54
Fine analyses of the dNK cell gene expression proﬁle
further highlighted these unique features of dNK cells
with distinct properties, such as the expression of
NKG2E, Ly-49L and KIR receptors, adhesion molecules,
galectin-1 or some members of the tetraspan family
(CD9, CD151, CD53, CD63).17
Functions of dNK cells under normal pregnancy:
mother’s little helpers at play
The precise functions of dNK cells in vivo are not yet
completely understood. Nonetheless, evidence exists for
their pivotal contribution to the regulation of tissue
homeostasis, a critical process for healthy pregnancy and
optimal fetal development. At the same time, their
endowment with huge plasticity and their susceptibility to
external environmental stimuli should be taken into
account for the success of pregnancy.
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Decidual NK cells are devoid of cytotoxicity
Natural killer cells are named after their spontaneous and
natural ability to kill tumours and virus-infected cells
without previous sensitization. They belong to the group
I of innate lymphoid cells because they produce large
amounts of type I cytokines but not type II cytokines.
They also secrete a large array of chemokines and other
growth factors. In the periphery, CD56dim CD16pos pNK
cells are highly cytotoxic, whereas CD56bright CD16neg NK
cells are cytokine producers. In the decidua, dNK cells are
devoid of cytolytic activity. The lack of cell cytotoxicity
has been linked to default in the polarization of the
microtubule organizing centre to the immunological syn-
apse or to failure of the 2B4 receptor to convey activating
signals.54,55 However, induction of dNK cell cytotoxic
function by cytokines, such as IL-15 and IL-18, or liga-
tion of speciﬁc activating receptor suggests that the lytic
machinery is tightly regulated in normal pregnancy but
can be triggered by the appropriate stress signal.49,55,56
Our work and other’s clearly suggest that cross-talk at the
fetal–maternal interface upholds the cytotoxic function
under strict control during healthy pregnancy. Inhibitory
pathways involving the binding of the CD94/NKG2A
inhibitory receptor to its natural ligand HLA-E expressed
by the invasive fetal trophoblasts or the secretion of solu-
ble factors such as HLA-G further comfort the tight regu-
lation of dNK cell function during normal
pregnancy.49,51,57
Decidual NK cells direct trophoblast invasion
The presence of dNK cells in the vicinity of invasive fetal
trophoblasts58 and spiral arteries is suggestive of their
active contribution to trophoblast attraction, which is
necessary to promote decidualization and placental devel-
opment. One particularity of dNK cells is their ability to
produce a large range of cytokines and chemokines and
angiogenic factors.18,50,51,59–61 Some of these soluble fac-
tors play a major role in the recruitment and attraction
of fetal trophoblasts (i.e. CXCL10/IP-10, CXCL8/IL-8,
CXCL12/SDF-1 and CCL2/MCP-1).18,50,51,59,61 In con-
trast, invasive fetal trophoblasts can also help in the accu-
mulation of dNK cells at the maternal decidua through
the secretion of chemokines, such as SDF-1 and MIP-
1a.43 Other factors, such as vascular endothelial growth
factor (VEGF) C produced by dNK cells, can participate
in immune tolerance by inducing TAP-1 expression,
MHC class I molecule assembly and cell surface expres-
sion on trophoblasts.60 The fact that this secretion proﬁle
can be modulated by the ligation of a speciﬁc NK cell
receptor suggests that the cross-talk between dNK cells
and the invasive trophoblast expressing NKR ligands can
regulate the secretion abilities of dNK cells.62
Decidal NK cells direct the remodelling of spiral
arteries
Evidence for the contribution of uterine NK cells in early
phases of decidual angiogenesis was ﬁrst provided by B.A.
Croy and her colleagues using several strains of immuno-
deﬁcient mice.63–65 The picture is less clear in humans
and the role of dNK cells in vascular remodelling is based
on observations showing the presence of dNK cells in the
vicinity of changing vessels. However, even if the role of
human dNK cells in vasculature remodelling is not yet
fully elucidated, these cells produce various pro-angio-
genic and growth factors such as placental growth factor,
VEGF A, and VEGF C, which can favour angiogene-
sis.50,60,66 Vascular remodelling occurs in two steps that
result in loss of the musculo-elastic structure and forma-
tion of breaks in the endothelial layer, which is then fol-
lowed by the attraction of EVTs that become
endovascular trophoblasts and replace the endothelium
lining deep into the endometrium and partly into the
myometrium.67,68 Both steps have been linked to the
presence of dNK cells at the vicinity of the changing ves-
sels. Changes of uterine arteries are crucial for the success












CD94/2B4 KIR2DL NKG2A-B ILT2
Figure 2. Natural killer cell receptors expressed on decidual natural killer (dNK) cells. Most dNK cells express high levels of activating receptors
including the Natural Cytotoxicity Receptors (NKp30, NKp44, NKp46), NKG2D, CD94/NKG2C-E. They also express inhibitory receptors such as
2B4, NKG2A/B, KIR2DLs and ILT2. Known and unknown (?) cellular ligands are listed above each receptor. B7H6? And MLS5? are putative
ligands for NKp30 and NKp44 activating receptors. NKP46 receptor recognizes a yet unidentiﬁed cellular ligand (?). Most of the activating recep-
tors have a short intracytoplasmic tail and require the recruitment of adaptor molecules such as DAP10/12 or CD3f in order to transduce the
activating signals. Inhibitory receptors possess one or more inhibitory motifs in their intra-cytoplasmic domain.
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resistance and high blood ﬂow of nutrients as well as oxy-
gen to the conceptus.14,19 Immunohistochemical studies
have demonstrated that the initial step of vasculature
remodelling that takes place before the invasion of fetal
trophoblasts is associated with signiﬁcant accumulation of
dNK cells and decidual macrophages within the vascular
wall,69,70 and more recently R. Fraser and his colleagues
conﬁrmed the contribution of dNK cells to early phases
of vascular remodelling in human pregnancy.71 Defaults
in trophoblast invasion and/or vascular remodelling are
hallmarks of pathological pregnancy, such as pre-eclamp-
sia. Genetic studies suggested that special combinations of
fetal HLA-C haplotypes and maternal dNK cell inhibitory
KIRs increased the likelihood of pre-eclampsia.47,72–74 In
a similar manner, the association of some HLA-C geno-
types and maternal KIRs has been linked to defaults in
trophoblast invasion. Hence, it is likely that the cross-talk
between dNK cells and EVT either through ligation of
activating and/or inhibitory KIR to their cognate ligands
HLA-C and HLA-G or the secretion of a large panel of
soluble factors by dNK cells contributes directly or indi-
rectly to vasculature remodelling.45,75,76
Decidual NK cells direct induction of fetal tolerance
Immunotolerance must play a pivotal role in providing
the immune privilege during pregnancy. Fetal tropho-
blasts do not express the classical HLA-A or B or MHC-
II molecules that clearly favour their protection from
T-cell attack at the maternal decidua. The majority of
CD8pos and CD4pos T cells found in the decidua show an
induced Treg cell phenotype. However, the exact mecha-
nism responsible for the induction of Treg cells is not yet
clearly deﬁned. It is possible that dNK cells and decidual
DC participate actively in generating this tolerogenic
status. Cellular cross-talks between dNK cells, decidual
macrophages/DC and T cells at the fetal–maternal inter-
face22,77 might result in Treg cell induction. The tolerant
microenvironment can be installed through active mecha-
nisms such as the interaction between cytotoxic T lym-
phocyte antigen-4 and its ligand or indirect mechanisms
implicating immunoregulatory molecules such as indole-
amine 2, 3-dioxygenase, TGF-b or IL-10. Signiﬁcantly
lower numbers of dNK cells and decidual CD4 Treg
cells have been linked to spontaneous abortion, further
supporting the implication of these cells in fetal toler-
ance.78–80
Functional adaptations of NK cells during HCMV
infection
Infection with human cytomegalovirus (HCMV), a mem-
ber of the Herpesviridae family, is usually asymptomatic
in healthy adults but can represent a real threat in immu-
nocompromised patients. Primary HCMV infection is
usually followed by the establishment of lifelong latency
and sporadic reactivation phases. The role of pNK cells in
controlling viral infections was supported by ﬁndings that
NK-cell-deﬁcient patients are highly susceptible to viral
infections.81,82 The pNK cells are able to recognize and
kill virus-infected cells through secretion of lytic granules
containing TNF-related apoptosis-inducing ligand perfo-
rin and granzymes, Fas ligand and tumour necrosis fac-
tor-related apoptosis-inducing ligand.2 Recent work both
in healthy adults and immunocompromised patients
demonstrated that HCMV infection/reactivation could
imprint the NK cell receptor repertoire. HCMV infection
was associated with an increased CD94/NKG2C and KIR-
positive pNK cell population that expresses low levels of
NKp30, NKp46 activating receptors and the CD94/
NKG2A inhibitory receptor.83–88
Congenital HCMV infection: role of dNK cells
Human cytomegalovirus infection is the commonest
cause of congenital viral infection, affecting > 1% of live
births. Primary maternal infection during the ﬁrst trimes-
ter of pregnancy can lead to 40–50% of vertical transpla-
cental transmission with permanent severe birth sequelae
in almost 15% of congenitally infected newborns
(i.e. neurodevelopmental abnormalities, deafness).89 The
pathogenesis and mechanisms involved in vertical trans-
mission are still not completely understood. HCMV
spreads from the infected mother’s decidual cells to the
fetus. Sites of viral replication include cytotrophoblast
progenitor cells in chorionic villi and differentiating/
invading cytotrophoblasts.90 Until recently, the role of
dNK cells in controlling viral infection was not known.
However, epidemiological studies indicate that the rate of
congenital HCMV infection is often low in the ﬁrst tri-
mester of pregnancy, which coincides with high numbers
of dNK cells within the decidua, which suggests that dNK
cells might be involved in protection against congenital
HCMV infection.
Decidual NK cells express all the receptors involved in
the response to HCMV and they also contain the neces-
sary arsenal for cell cytotoxicity (Fig. 2). In a recent work,
we provided the ﬁrst evidence for the involvement of
dNK cells in the response against congenital HCMV
infection (see Fig. 3 for visual summary). Interestingly,
dNK cells can be found in the vicinity of infected cells
within ﬂoating chorionic villi, suggesting that the func-
tional plasticity of dNK cells in response to invading
pathogens is associated with modulation of their migra-
tory phenotype.91 Deciual NK cells respond to congenital
HCMV infection by lowering the secretion of several sol-
uble factors (CCL2, CCL4, CCL5, CXCL10, granulocyte–
macrophage colony-stimulating factor and CXCL8) that
are involved in trophoblast invasion. By interfering with
trophoblast invasion, dNK cells can participate actively in
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limiting viral spreading and congenital infection. Along
the same lines, such changes within the microenviron-
ment itself will not only limit trophoblast invasion but
also induce inappropriate activation of other immune
cells namely dendritic cells and T cells.
The ability to cross the placental barrier is one key
determinant of invasive viruses and pathogens (hepatitis
viruses, HIV, Plasmodium). Yet little is known about
mechanisms underlying the fetal placenta tropism and the
ability of dNK cells in the defence against these agents.
Recent studies demonstrated that under certain condi-
tions NK cells isolated from non-pregnant uterine
mucosa and soluble factors secreted by decidual cells can
control X4-tropic HIV-1 infection.92,93 Hence, it is con-
ceivable that uterine NK and decidual NK cells act as
local guardians against infection and their immune mod-
ulation might ensure efﬁcient anti-viral protection.
Concluding remarks
During the ﬁrst trimester of pregnancy dNK cells display
unique phenotypic and functional properties that distin-
guish them from other peripheral blood or tissue NK
cells. They orchestrate fetal trophoblast invasion and pla-
cental vasculature remodelling, which are necessary for
the maintenance of a healthy pregnancy. Based on recent
evidence, dNK cells may contribute to the protection of
the fetus from congenital viral infections by eradicating
local uterine viral infections and limiting the spreading of
invading pathogens to fetal tissues. It is possible to specu-
late that defective dNK cell accumulation at the maternal
decidua and/or impaired cross-talk within the local
microenvironment may result in pregnancy failure. A
major question is whether dNK cell response by itself is
responsible for placental and fetal injuries observed in
congenital infections. Future studies are necessary to
unravel the molecular mechanisms controlling dNK cell
functional plasticity and to understand the extent of dNK
cell cross-talk with other immune cell populations and
the global impact on the development of placenta and the
outcome of pregnancy during congenital infections. A sig-
niﬁcant achievement in understanding the biology of NK
cells was reached over the past decade. Today there is
growing evidence indicating that NK cells may share
more features with cells of the adaptive immune system
including the development of memory in response to
pathogens.83,84,94–96 Therefore, the challenge in the ﬁeld
of immunology of pregnancy would be to understand
whether dNK cells share some similarities with adaptive
immunity such as clonal expansion associated with the
development of long-lasting ‘memory-like’ populations.
Nonetheless, progress in our understanding of dNK cell
plasticity might have larger impacts beyond pregnancy
and might help in designing future immunotherapy.
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Figure 3. Decidual natural killer (dNK) cell adaptations during normal pregnancy and congenital cytomegalovirus infection: dNK cells are fully
armed with cytotoxic granules enriched in granzymes and perforin (CG). During healthy pregnancy dNK cells secrete large amounts of soluble
factors that participate in all processes necessary for placentation. NK cell cytotoxicity is under negative signals emanating from ligation of HLA-
C and HLA-E and NKG2D ligand (?) represented by either MICA/B or ULBPs expressed on fetal trophoblast (cell in blue) to their respective
inhibitory KIR and NKG2A receptors. In the case of human cytomegalovirus (HCMV) infection, dNK cells are able to recognize stress signals
expressed on infected cells (yellow). They form immunological synapses, polarize their actin ﬁlament (FA), and orient their microtubule organiz-
ing centre (MTOC) and lytic granules to the synaptic area.
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a b s t r a c t
NK cells present in the peripheral blood respond rapidly to pathogens or pathogen-infected
cells by various means including cytotoxicity and production of cytokines. Whether decid-
ual NK (dNK) cells are able to play a similar role when the pregnant uterus is infected by
viruses is still largely unknown. Decidual NK cells are generally considered as poorly cyto-
toxic when compared to their peripheral blood counterparts. However, we have recently
demonstrated that freshly isolated dNK cells from healthy early pregnant uterus do have
a cytotoxic potential mediated by the speciﬁc engagement of NKp46 activating receptor.
We further found that the co-engagement of CD94/NKG2A inhibiting receptor drastically
inhibits the cytolytic function of dNK. This latter observation suggests that in situ the
CD94/NKG2A receptor interactionwith its HLA-E speciﬁc ligand is a dominant negative reg-
ulatorymechanism that prevents unwanted dNK cell cytotoxicity in non-infected pregnant
uterus. How do dNK cells behave when they are activated by virus-infected cells present
at the maternal–fetal interface? Largely based on data obtained from circulating NK cells,
this review brieﬂy discusses the following questions: Does uterine viral infection promote
decidual NK cell proliferative capacity in situ? Are dNK cells able to kill virus-infected
autologous decidual target cells and thus limit the virus spreading to the fetus? Which
viral-mediated signal(s) and molecular interactions may subvert inhibition of dNK cyto-
toxic potential?Does uterine viral infection promote decidual NK cell secretion of cytokines
and chemokines that boost the anti-viral immune response?
© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
Peripheral blood natural killer (PB-NK) cells express a
repertoire of activating and inhibitory cell surface recep-
tors (Lanier, 2005).Activationofeffector functions inPB-NK
cells results from a combination of positive and negative
∗ Corresponding authors at: Institut National de la Santé et de la
Recherche Médicale, UMRS 1043; Hôpital Purpan, Bât. A, BP 3028, 31024
Toulouse Cedex 3, France. Tel.: +33 562 748 374; fax: +33 562 744 558.
E-mail addresses: philippe.le-bouteiller@inserm.fr (P. Le Bouteiller),
nabila.jabrane-ferrat@inserm.fr (N. Jabrane-Ferrat).
signals arising from engagement of these receptors with
their speciﬁc physiological ligands (Tabiasco et al., 2006;
Saito et al., 2008). In contrast to PB-NK cells, decidual NK
(dNK) cells taken from the same individuals at the same
time express an identical receptor repertoire in all women
tested (Moffett-King, 2002; El Costa et al., 2008, 2009).
The major differences observed between dNK freshly iso-
lated from the placental bed (decidua basalis) of 1st or 3rd
trimester pregnancy and PB-NK deal with CD16, CD160,
NKp44 and ILT2 expression (El Costa et al., 2008, 2009;
Williams et al., 2009). The major subset of dNK cells in
early pregnancy is CD16neg and CD160neg, in contrast with
PB-NK which are mostly CD16pos and CD160pos (El Costa
0165-0378/$ – see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Fig. 1. Comparative frequenciesof activating (CD16,CD160,NKp46, andNKp30) and inhibitory (ILT2) receptors aswell asCD69activationmarker expression
in freshly isolated decidual NK cells (dNK) from term decidua basalis and peripheral bloodNK cells (PB-NK) from the same pregnantwomen: ﬂow cytometry
analysis. The percentages of CD3neg CD56pos gated NK cells expressing the indicated markers (x-axis) are shown. Each data point represents one individual
(three-color staining). Lines indicate median values. Purity of dNK and PB-BK was >96%. Statistical differences were determined using the Mann–Whitney
test. NS, not signiﬁcant.
et al., 2008). At term, the frequency of CD16pos/CD160pos
dNK increases but never reaches the level of correspond-
ing PB-NK from the samepregnantwomen (Fig. 1). A subset
of dNK (∼25%) is NKp44pos whereas PB-NK cells always
remain NKp44neg. Finally, ∼40% of dNK from 1st trimester
and ∼10% from 3rd trimester pregnancies express ILT2,
whereas 20–25% of PB-NK express this receptor (El Costa
et al., 2009). NKG2D and 2B4 (CD244) are expressed on
100% of the dNK and PB-NK (Kopcow et al., 2005; Vacca
et al., 2006; El Costa et al., 2008). NKG2C and NKp30 are
present on ∼30% of dNK from early or term pregnancy.
NKG2A and KIR2DL4 inhibitory receptors are similarly
expressed on both dNK and PB-NK from 1st trimester or
term pregnancy (El Costa et al., 2009). Decidual NK also
exhibit an activated CD69pos phenotype contrasting with
PB-NK (El Costa et al., 2009).
NK cells are an important component of the innate
ﬁrst line of defence against viral infections, in particular
the Herpes viridae family members such as herpes sim-
plex virus, Epstein Bar virus (EBV) and cytomegalovirus
(CMV) (Cerwenka and Lanier, 2001; Lanier, 2005). PB-
NK cells are activated and proliferate during the early
stages of viral infections, thus limiting the magnitude and
duration of viral persistence. PB-NK cells also respond to
virus infections by up regulating their cytotoxic potential
and the production of inﬂammatory cytokines, including
interferon-, and various chemokines (Vivier et al., 2008).
Such NK cell activation is mediated by speciﬁc engage-
ment of activating receptors including NKp46, NKp30,
NKp44, designated as natural cytotoxicity receptors, CD16
(FcRIII), a low afﬁnity receptor for IgG, that all signal
through immunoreceptor tyrosine-based activation motifs
(ITAM), CD94/NKG2C associatedwith the ITAM-containing
DAP12 (Vivier et al., 2008), CD160 (LeBouteiller et al., 2002;
Barakonyi et al., 2004) that signals through phosphatidyli-
nositol 3-kinase (Rabot et al., 2007) and KIR2DL4 that
utilizes a new mode of endosomal signaling after binding
its physiological ligand, soluble HLA-G (Rajagopalan et al.,
2010). 2B4 is a coreceptor that synergizes with NKp46 and
NKG2D (Bryceson et al., 2006). In normal non-pathologic
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conditions, activation of NK cells is impaired by inhibitory
NK cell receptors such as killer cell immunoglobulin-
like receptors containing immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motifs (ITIM), CD94/NKG2A lectin-like receptor
as well as ILT2/LILRB1 (Cerwenka and Lanier, 2001; Vivier
et al., 2008). All of these inhibitory receptors are speciﬁc for
various major histocompatibility (MHC) class I molecules
(Cerwenka and Lanier, 2001; Vivier et al., 2008). Whereas
the anti-viral function of PB-NK has been largely explored,
much less is known about the role of dNK cells to limit
viral replication and spreading in the pregnant uterus. The
fetus is indeedhighly susceptible to viral infections (Pereira
et al., 2005). A number of viruses including CMV, HIV, and
respiratory syncytial virus may cause severe congenital
infections, including neurological. The spreading of viruses
during pregnancy can be prevented by a number of nonex-
clusivemechanisms (Marlin et al., 2009), includingT cell
response in utero (Vermijlen et al., 2010). Whereas the role
ofdNKcells to control trophoblast invasionanduterinevas-
cular remodeling in normal pregnancy has been recently
reported (Hanna et al., 2006; Le Bouteiller and Tabiasco,
2006; Zhang et al., 2010), fewer reports deal with the anti-
viral function dNK cells could exert (Markel et al., 2002;
Hanna et al., 2004; Mselle et al., 2009).
Several NK cell receptors are implicated in the recogni-
tion of virally infected cells. Knowing that the pattern of
expression of activating and inhibitory receptor repertoire
ofdNKdiffers fromthePB-NKcounterparts, this reviewwill
raise a number of questions about the anti-viral immune
effector function which could be exerted by dNK cells in
infected pregnant uterus.
2. Does uterine viral infection promote decidual NK
cell proliferative capacity in situ?
In studies using PB-NK cells, contradictory results have
been reported to date. PB-NK cell subsets that preferen-
tially expand during human CMV (hCMV) infection have
been documented in several studies (Guma et al., 2004;
Kuijpers et al., 2008; van Stijn et al., 2008). A decrease in
PB-NK cell numbers has also been reported during infec-
tion of humans with HIV or hepatitis C virus (Lee et al.,
2009). In mice, activating receptors promote PB-NK cell
expansion during viral infection to regulate an efﬁcient
adaptive immune response (Lee et al., 2009). Decidual NK
cells were shown to proliferate only after in vitro stimula-
tion with high concentrations of IL-15 (Verma et al., 2000;
Marlin et al., 2009). However, it remains to be demon-
strated whether virus-infected decidual cells can provide
efﬁcient stimulation signals to trigger in situ dNK prolifer-
ation.
3. Which viral-mediated signal(s) and molecular
interactions may subvert inhibition of decidual NK
cell cytolytic function?
One hallmark of dNK cells in normal early pregnancy
is that they are poorly cytotoxic despite their content of
perforin, granzymes A and B and granulysin (Rukavina and
Podack, 2000; Kopcow et al., 2005; Vacca et al., 2008;
Bulmer et al., 2010). Such dNK cells fail to polarize their
microtubules and perforin granules to the immunologi-
cal synapse (Kopcow et al., 2005). A recent report further
indicates that dNK cells at term loose their lytic gran-
ules (Williams et al., 2009). However, dNK are able to
acquire full cytotoxic effector function (King et al., 1989;
Koopmann et al., 1997; Saito, 2000; El Costa et al., 2008;
Kalkunteet al., 2009).Whathappens in the contextof virus-
infected decidua? Integration of inhibitory and activating
receptor signals determines theNK cell anti-viral response.
NK cell effector functions are triggered by the dominant
engagement of activating receptors with speciﬁc cell sur-
face ligands expressed by the infected host cells or by the
virus itself. Modulation of expression of both inhibitory
and activating dNK receptors and/or of their speciﬁc phys-
iological ligands should thus determine whether infected
decidual target cells in the decidua basalis will be killed or
not by dNK cells.
We found that freshly isolated dNK cells from 1st
trimester pregnancy have the potential to kill P815 tar-
get cells after speciﬁc engagement of either NKp46 or,
to a lesser extent, CD94/NKG2C activating receptors (El
Costa et al., 2008, 2009). We further demonstrated that co-
engagement of NKG2A inhibitory receptor abolished the
NKp46-mediated cytolytic activity of dNK cells, suggesting
that the poor cytolytic activity of dNK in situ could be due to
speciﬁc interactions between the CD94/NKG2A dominant
inhibitory receptor and HLA-E ligand expressed by tro-
phoblast andotherdecidual cells (LeBouteiller andSargent,
2000; Moffett-King, 2002; El Costa et al., 2008; Williams
etal., 2009). In linewith thisobservation,decreasedexpres-
sion of CD94/NKG2A receptor has been observed on the
PB-NK cells of patients infected with HIV-1 (Mela et al.,
2005). Whether the level of NKG2A expression is also
down-modulated on dNK cells after viral infection remains
to be demonstrated.
The generation of 2B4-deﬁcient mice has demonstrated
an inhibitory function for this receptor on PB-NK cells
both in vitro and in vivo (Waggoner et al., 2010). 2B4
also functions as an inhibitory receptor on human dNK
cells (Vacca et al., 2006): cross-linking of 2B4 resulted
in inhibition of both cytolytic activity and IFN pro-
duction. The 2B4 inhibitory function is related to the
deﬁcient expression of signaling lymphocyte activation
molecule (SLAM)-associated protein (SAP) mRNA. Accord-
ing to Vacca et al. (2006) “this might suggest that dNK
cells, although potentially capable of killing, are inhibited
in their function when interacting with cells express-
ing CD48”. Since the CD48 ligand of 2B4 is expressed
by decidual leukocytes (Apps et al., 2008), it remains to
be determined whether the level of CD48 expression is
decreased on virally infected decidual target cells. After
inﬂuenza virus infection, the binding of the KIR2DL1 and
ILT2 inhibitory receptors to the infected cells is increased
(Achdout et al., 2008). Furthermore, it has been shown that
unlicensed murine NK cells lacking MHC class I inhibitory
receptors are very efﬁcient at eliminating in vivo CMV
infection (Wilkinson et al., 2008; Orr et al., 2010). In con-
trast to a possible decrease of expression of dNK inhibitory
receptors and/or of their physiological ligands, dNK acti-
vating receptors may also be affected after uterine viral
infection.
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Studies in both human and mice show that the frequen-
cies of NK cell subsets expressing a particular activating
receptor change during viral infection. Epidemiologic and
functional studies have demonstrated a speciﬁc interac-
tion between KIR3DS1 activating NK cell receptor and
HLA-Bw4801 in the NK cell response to HIV-1 (Yokoyama
et al., 2010). NK cell interaction with HIV-1-infected den-
dritic cells modiﬁes NK cell repertoire expression: a strong
decrease in ILT2 (which can exhibit activating proper-
ties) and a signiﬁcant increase in CD161 expression were
observed on PB-NK cells co-cultured with HIV-1 infected
dendritic cells (Scott-Algara et al., 2008). The same study
further demonstrated that the ILT2pos NK cell subset con-
troled HIV-1 replication in autologous dendritic cells by
speciﬁc interaction between ILT2 and an unknown den-
dritic cell surface ligand that is distinct from HLA class
I molecules (Scott-Algara et al., 2008). Cohort studies
have demonstrated that natural cytotoxicity receptor pro-
ﬁle on NK cells is imprinted by CMV infection (Guma
et al., 2004). An increased proportion of CD94/NKG2C acti-
vating receptor was observed among PB-NK in healthy
hCMV seropositive individuals (Guma et al., 2006). A
CD94/NKG2C subset of PB-NK preferentially expands after
co-culture with hCMV-infected ﬁbroblasts (Guma et al.,
2006). Increase of PB-NK cells expressing the NKp30 acti-
vating receptor has also been reported during chronic HCV
infection (De Maria et al., 2007).
Viral infection may expose pathogen-encoded ligands
for dNK cell activating receptors on the cell surface. Some
viruses provide cellular viral ligands for NK cell activating
receptors that reduce NK cell cytotoxicity (Cerwenka and
Lanier, 2001) and/or down-modulateHLA class I ligands for
NK cell inhibitory receptors such as KIRs or CD94/NKG2A
(Ulbrecht et al., 2000; Cerwenka and Lanier, 2001). Expres-
sion of NKG2D ligands has also been reported to be
triggered by virus infection. NKG2D-deﬁcient mice have
an enhanced NK cell-mediated resistance to mouse CMV
infection (Zaﬁrovaet al., 2009). Adenovirus aswell ashCMV
immediate early proteins are potent activators of NK cells
(Wilkinson et al., 2008). Flavivirus proteins engagement
of NKp44 activating receptor, following interaction with
the ﬂavivirus or ﬂavivirus-infected cells results in NK cell
activation, i.e., IFN secretion, NK cell degranulation and
augmented lysis of ﬂavivirus-infected cells (Hershkovitz
et al., 2009). Up-regulation of NKp44 in CD3pos T cells
after hCMV infection was also observed. Many viruses
down regulate cell surface expression of HLA class I
molecules (Cerwenka and Lanier, 2001). However, some
viruses enhance HLA-class I expression levels on infected
target cells, reducing susceptibility of virus-infected cells
to NK lysis by a better interaction of KIR inhibitory recep-
tors with their HLA speciﬁc ligands (Hershkovitz et al.,
2008). Immunoevasive strategies have been described
to date to down-modulate the level of expression of
these ligands (Grifﬁn et al., 2010). A down-modulation
of NKG2D ligands has been reported after viral infection
(Jonjic et al., 2008). However, the observation that hCMV
infection up-regulates the CD94/NKG2C subset suggests
that the level of HLA-E speciﬁc ligand of this activating
receptor on infected cells is not affected (Guma et al.,
2006).
4. Does uterine viral infection promotes decidual
NK cell secretion of cytokines and chemokines that
boost the anti-viral immune response?
The communication between dNK cells and other virus-
infected decidual cells may result in the modulation of
dNK migratory phenotype. dNK indeed express a distinct
repertoire of adhesionmolecules and chemokine receptors
compared with PB-NK counterpart (Santoni et al., 2007;
Carlino et al., 2008). CXCL12 secretion by extravillous tro-
phoblast induces the speciﬁcmigration of CD16neg NK cells
(Hanna et al., 2003). In line of this latter observation, a
recent study demonstrates that dNK but not PB-NK cells
inhibitHIV-1 infectionby secretionof CXCL12 (Mselle et al.,
2009). PB-NK cells are efﬁcient against HIV infection by
producing other chemokines including MIP-1 and MIP1-
 which are natural ligands of CCR5, thus blocking viruses
that use this co-receptor for cell entry (Choe et al., 1996;
Derrien et al., 2005; Fauci et al., 2005). PB-NK cells also
secrete GM-CSF which contributes to the suppression of
HIV replication by recruiting other immune effector cells
(Fauci et al., 2005).
In normal pregnancy, dNK cells produce a large array of
cytokines, chemokines and growth factors after interact-
ing with speciﬁc ligands of NKp44 and NKp30 activating
receptors expressed by trophoblast and decidual stromal
cells (Saito, 2000; Moffett-King, 2002; Moffett et al., 2004;
Hanna et al., 2006; Le Bouteiller and Tabiasco, 2006; El
Costa et al., 2009; Lash et al., 2010).We have demonstrated
that dNK cells produce MIP1, MIP1, and GM-CSF after
speciﬁc engagement of the NKp30 activating receptor (El
Costa et al., 2008, 2009). Alteration in the secretion proﬁle
of dNK may occur during uterine viral infection, impact-
ing the level of local innate immune response against
pathogens. Such secretions indeed favour the recruitment
of several maternal immune cells including dendritic cells
and T cells (Moffett-King, 2002; Moffett et al., 2004; Hanna
et al., 2006). It was further shown that speciﬁc engage-
ment of KIR2DL4 receptor expressed by dNK results in IFN
secretion (Goodridge et al., 2009; Rajagopalan et al., 2010),
known to activate the NK killing properties.
5. Conclusions
Emerging evidence suggests that dNK cells may con-
tribute in early pregnancy to eradicating local uterine viral
infections. Further studies are needed to provide deﬁni-
tive proof that this is the case and to unravel the molecular
mechanisms controlling this dNK effector function.
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a  b  s t r a  c t
Here  we discuss  CD160  an essential  NK cell  activating  receptor  that  remains  poorly  understood.  CD160
receptor  exhibits a number  of unique structural  and  functional  characteristics  that  are  not common
to  other  killer immunoglobulin-like  receptors  that recognize  major histocompatibility  complex (MHC)
class  I  molecules:  (1)  In  addition  to humans  and  mice,  the  cd160  gene  is conserved in  several other
mammal  species;  (2) cd160  is located outside  the  NK gene  complex and  the  Leukocyte  Receptor  Complex
in  humans;  (3)  CD160  expression  is associated to the  CD56dim CD16+ cytotoxic  NK  cell  phenotype;  (4)
both  human  and  mouse CD160 recognize  MHC  class  Ia  and  Ib  molecules;  (5) unlike  the  other  MHC
class  I-dependent  activating  NK receptors, CD160  is a  glycosylphosphatidylinositol-anchored  molecule
with  a single  immunoglobulin-like  domain,  and does  not  bear  immunoreceptor  tyrosine-based  activation
motifs.  Consequently,  CD160  cannot  signal  by  itself,  requiring  the  recruitment of  adaptor  proteins.  CD160
recruits  phosphoinositide-3  kinase to trigger  cytotoxicity  and  cytokine  secretion;  (6) speciﬁc  engagement
of  NK CD160  receptor  expressed  by circulating  NK cells  produces  proinﬂammatory  cytokines  IFN-, TNF-
,  and,  most  notably, IL-6  and  IL-8  as  well  as  MIP1- chemokine.  The level  of  CD160-mediated  IFN-
production  is always  higher  than the  one  observed  after  engagement  of the  CD16  receptor.
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
The ﬁrst description of CD160 (also known as BY55) was  pub-
lished 17 years ago [1], its activating function in  human peripheral
blood (PB)-NK cells was demonstrated a  few years later [2,3]. Simi-
lar functional observations have been made in  mice where different
NK cell subsets express CD160 [4]. Despite these functional insights,
the CD160 NK  cell receptor remains largely unknown [5]. cd160
gene is  conserved in  various mammalian species including human
[6], mouse [4,7], rabbit [8], canine [9] and Macaca mulatta (Gene
ID: 696832, updated on 20th July, 2010). The cd160 gene is  the
only human NK cell activating receptor that is  located on human
∗ Corresponding authors at: INSERM UMR1043, Université de Toulouse, Hôpital
Purpan,  Bât. A, BP 3028, 31024 Toulouse Cedex 3, France. Tel.: +33 562 748 374;
fax: +33 562 744 558.
E-mail addresses: philippe.le-bouteiller@inserm.fr (P. Le  Bouteiller),
nabila.jabrane-ferrat@inserm.fr (N. Jabrane-Ferrat).
1 Present address: Dept. of Medical Microbiology and Immunology, Pecs Univer-
sity,  Medical School H-7643 Pecs, Hungary.
chromosome 1 [6]. The major form of CD160 is  a glycosylphos-
phatidylinositol (GPI)-anchored cell surface molecule with a single
immunoglobulin (Ig)-like domain that is  weakly homologous to
the  KIR2DL4 receptor [6]. This Ig-like domain contains six cys-
teine residues allowing the formation of multimers tightly linked
by disulphide bonds [6]. In contrast to  the GPI-anchored isoform,
a transmembrane CD160 isoform has been recently reported to be
selectively expressed by activated PB-NK cells and NK  cell lines
[14]. Murine CD160 is also a  GPI-anchored receptor devoid of cyto-
plasmic tail [4]. CD160 is  expressed by human circulating cytolytic
lymphocytes, including the major CD16+ NK cell subset,  T  cells,
a minor CD8bright,  CD95+,  CD28neg  T cell subpopulation express-
ing granzyme B and perforin and most intestinal intraepithelial
CD8+ T  cells [5,6]. CD160 is also present in subsets of  human CD4+
T  cells [10], including those inﬁltrating inﬂammatory lesions of the
skin  [12] and, unexpectedly, in  activated endothelial cells [8]. In
mice, CD160 is expressed on NKT cell subsets, intestinal intraep-
ithelial CD8+ T  cells, and ∼20% of splenic NK cells [4,7]. A soluble
form of CD160 can be secreted by activated human PB-NK cells [13],
and murine splenic CD8+ T cells [7]. The presence of a  secreted iso-
form might explain why  the expression of the CD160 GPI  form on
0165-2478/$ –  see  front matter ©  2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Fig. 1. Flow cytometry analysis of CD56/CD160 expressing NK cell subsets from peripheral blood and decidua basalis from early gestation showing that the CD160+ subsets
are associated with the CD56dim phenotype. CD3neg CD56+ gated NK cells are shown. Cells were stained with the following antibodies: anti-human CD3-phycoerythrin-Cy7
(BioLegend), anti-human CD56-allophycocyanin (Pharmingen), and CL1-R2 anti-human CD160 [8], followed by goat anti-mouse-R-phycoerythrin (Southern Biotech).
PB-NK cells is often down-modulated after activation. Both human
and mouse CD160 have a broad but weak speciﬁcity for major
histocompatibility complex (MHC) class Ia and class Ib molecules
[4,15], although multimers bind more efﬁciently than monomers.
In human, CD160 binds preferentially to  HLA-C [2,3], soluble HLA-G
[8] and to a lesser extend to HLA-A2, HLA-B7 and HLA-E [2,3,7,15].
In mouse, CD160 was the ﬁrst Ig-like NK cell receptor that was
identiﬁed to  engage MHC  class I [4]. The CD160–Fc fusion pro-
tein was shown to bind to  H2Dd,  H2Db,  H2Kb,  Qa-1b,  and CD1d
to varying degrees [6], but interaction between murine CD160 and
mouse MHC  class I is weaker than other NK cell receptors [4]. Both
activating and inhibitory functions have been attributed to  CD160
[2–4,7,8,11,12]. CD160 expressed on CD4+ T cells was  shown to
interact with the herpes virus entry mediator (HVEM) resulting in
the  inhibition of T cell activation [11,16]. This review will high-
light the structural and functional characteristics that underline
the biological role of the GPI-anchored CD160 NK cell receptor.
2.  CD160 expression is associated with the CD56dim CD16+
cytolytic NK cell phenotype
Soon  after its discovery, CD160 (BY55) was found to  delin-
eate a distinct NK  cell subset mediating cytotoxicity [1]. CD160
is expressed on the cell surface of the CD56dim NK cell in the
peripheral blood where it constitutes the major NK cell subpop-
ulation (Fig. 1). In contrast, in the pregnant uterus (decidua basalis)
where NK  cells are massively present and poorly cytotoxic [17],
this CD56dim CD160+ cell subset represents a  minor subpopulation
(Fig. 1). In cord blood, the CD56dim CD160+ subpopulation repre-
sents the major NK cell subset (Fig. 1). The CD56dim PB-NK cell
subpopulation is  characterized by the co-expression of IgG1 and
IgG3 low binding afﬁnity receptor CD16 and is  highly cytotoxic as
compared to  the CD56bright NK subset that do not express CD16 [16].
Thus, the coexpression of CD160 is  a useful marker to further deﬁne
the cytotoxic population within NK  cells [18,19]. Similarly, murine
CD160 expressing NK cells were shown to be  more cytotoxic than
NK cells that lack CD160 expression [4].
3. CD160 NK cell receptor engagement activates the
cytolytic  response and triggers a unique proﬁle and high
production  of cytokines
When  agonist anti-CD160 mAbs are used to cross-link the
CD160 receptor on freshly isolated PB-NK, prior to IL-2 or IL-15
stimulation, CD160 is  able to elicit cytolytic activity [3] and cytokine
secretion [2,4]. We also found that CD160 NK cell receptor trig-
gered  cytotoxic activity against HLA-C expressing target cells [3].
The level of CD160-mediated cytotoxicity is quite variable from one
blood donor to another (personal observation of the authors). The
CD160-mediated cytotoxic function is independent of  the cross-
linking of other co-activating receptors [21]. CD160 thus differs
from several other activating NK cell receptors including the KIRs
and CD94/NKG2C [22]. CD160 seems to trigger NK cell activation
in a  similar manner to CD16. It would be  interesting to assess the
relative contribution to  cytotoxicity of CD160 among the multiple,
structurally distinct NK cell activation receptors, and more impor-
tantly to determine precisely how the activating signal, mediated
through self-MHC, is controlled by NK cell inhibitory receptors.
Upon speciﬁc engagement of CD160 by its physiological ligand
HLA-C, or by mAb  cross-linking, CD160+ PB-NK cells produce sig-
niﬁcant levels of IFN-, TNF-, IL-6 [2] as well as IL-8 and MIP-1
(Fig. 2A), but marginal amounts of IL-4 or IL-10 (Fig. 2A). Other
cytokines such as IL-1, IL-5, IL-7, IL-12, IL-13, IL-17, G-CSF and
MCP-1 production by PB-NK cells remain undetectable (unpub-
lished data). In contrast to killing activity, the production of IFN-
by CD160 engagement of human NK cells is  always very high
regardless of blood donors (personal observation of the authors).
Moreover, upon CD160 cross-linking, PB-NK cells secreted signiﬁ-
cantly more IFN- and IL-6 than after CD16 engagement (Fig. 2B).
CD160 mAb cross-linking of cord blood NK cells induced 10-fold
less IFN- production than PB-NK (Fig. 2C) although ∼70% of CB-NK
express CD160 [23] (Fig. 1). In contrast to PB-NK, CD160 cross-
linking of CB-NK did not trigger a signiﬁcant production of TNF-,
and IL-6 whereas CD16 cross linking of CB-NK did (Fig. 2). Further
studies are needed to understand the mechanisms that prevent CB-
NK  to  produce the other cytokines secreted by CD160 engagement
on PB-NK. Thus the CD160+ CD56dim CD16+ PB-NK cell subset is
not only cytotoxic but also secretes large amounts of IFN- as well
as other cytokines. Thus, in humans the classical division of NK
cells into CD56dim (cytotoxic) and CD56bright (cytokine producers)
subsets could be reﬁned by using the CD160 surface expression
marker.
4. CD160-mediated signaling in NK cells requires PI3K
CD160  is unique among other activating receptors which
have short cytoplasmic tails that associate with adaptor proteins
expressing FcRI-, CD3- or DAP1 or DAP12 type I  transmem-
brane anchored proteins containing the ITAM motifs [24]. The
mechanism whereby the GPI-anchored CD160 receptor, which
lacks both transmembrane and cytoplasmic domains transduces
signals across the cell membrane is  poorly understood. CD160 is
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Fig. 2.  (A), CD160 mAb  cross-linking of peripheral blood NK (PB-NK) cells triggers IFN-, TNF-, IL-6, IL-8, GM-CSF and MIP-1 but limited amount of IL-4, IL-10  and IL-13
production: comparison with CD16 mAb  cross-linking (one representative experiment). (B), CD160 mAb  cross-linking of PB-NK cells triggers more IFN- and IL-6 production
than cross-linking with CD16 mAb. (C), CD160 mAb  cross-linking of cord blood NK (CB-NK) cells triggers very low levels of IFN- production, but no  IL-6, IL-4 or TNF-. After
cross-linking of CD160 or CD16 by speciﬁc mAbs or isotypic controls or after phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)/ionomycin treatment of PB-NK or CB-NK cells (≥95%
puriﬁed CD3neg CD56+)  during 16 h  incubation, sample supernatants were analyzed by cytometric bead array (BD Biosciences). Cytokine concentrations were calculated
relative to  the appropriate calibration curves with standard dilutions for each cytokine. B and C: results (means ± SD) are representative of 4 to 9 independent experiments
performed on different donors (PB-NK: n =  4; CB-NK: n = 9). **p <  0.01.
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likely to signal through interactions with other receptors present
in the lipid rafts [25]. The CD2 co-activating receptor, present
in the lipid raft and physically associated with CD160 in PB-NK
cells, might be one candidate [26]. In human PB-NK cells, the
speciﬁc engagement of CD160 recruits phosphoinositide-3 kinase
(PI3K) and induces phosphorylation of Akt and extracellular signal-
related kinase downstream signaling [27]. The events that occur
downstream in the CD160 signaling pathway have not been char-
acterized. It should be noted that CD160 expressing B-cell derived
from chronic lymphocytic leukemia (CLL) use a  similar CD160-
mediated pathway to  enhance their survival and cellular activation
leading to  IL-6 production [28].
5. Concluding remarks
We  have reviewed the unique structural, biochemical and func-
tional features of the CD160 GPI-anchored NK  cell receptor which
differ in many ways from the other activating NK cell receptors.
How this receptor and their speciﬁc ligands regulate the behaviour
of NK cells in vivo in healthy and pathologic inﬂamed organs and
tissues [5] which are challenging issues to  be investigated.
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